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Figura 1. OrganizagSo do genoma do RNA 2 do OLRSV. A caixa representa uma
poliproteina que, por clivagem, origina as proteinas virais MP - proteina de
movimento e CP - c6pside proteica. 10
Figura 2. Estrutura das 4 maiores mol6culas de RNA do genoma do OLV-2. As caixas
correspondem ds principais ORFs. p1a - cont6m as 'assinaturas' da
metiltransferase e da helicase; p2a - cont6m o dominio da polimerase viral; p36
e p20 correspondem provavelmente A proteina de movimento (MP) e dr cdpside
proteica (GP), respectivamente.
Figura 3. OrganizagSo do genoma do isolado de citrino de OLV-1. As caixas
representam as ORFs, que codificam as proteinas p23, p82, p8, p6 e p30. Rt -
'read through', RdRp - RNA polimerase dependente de RNA, CP - c6pside
proteica.
Figura 4. OrganizagSo do genoma do OMMV. As caixas representam as ORFs, que
codificam as proteinas p23, p82, p8, pO e p30. Rt - 'read through', RdRp - RNA
polimerase dependente de RNA, CP - cdpside proteica,
Figura 5. Esquema da extremidade 3' do genoma do OLV-1. CP corresponde dr regiSo
do gene da c5pside proteica; a azrl, estS marcada a regiSo amplificada pelos
'primers'A e B.
Figura 6. Esquema da estrat6gia de amplificagSo, clonagem e sequenciagSo do genoma
viral.
Figura 7. localizagSo no genoma, dos locais de complementaridade dos 'primers'
utilizados para amplificar cada um dos fragmentos A, B, C e AB.
Figura 8. Esquema do vector pZErOrM-2 utilizado para clonar os vdrios fragmentos do
genoma viral do isolado GM6.
Figura 9. Localizagdo no genoma, dos 'primers' utilizados para completar a
sequenciagSo e sequenciar em cadeia dupla cada um dos fragmentos A, B, C.
Figura 10. Esquema de amplificagSo da extremidade 5'do RNA viral em que se seguiu a
t6cnica RACE.
Figura 11. Esquema de amplificageo da extremidade 3' do RNA viral em que se seguiu a
t6cnica RACE.
Figura 12. Andlise dos produtos amplificados por RT-PCR 'single-step', para
identificagSo de isolados de OLV-1. A: 1 - G2A, 2- GsA, 3 - V4PB, 4 - V6A, S -
A4P2; B:6 - G1S, 7 - G3S, 8 - G8M,9 - C1VM, 10 - N, 11 - G1PB,12- A1P2;C:
13 - OLV-1i, 14 - GM6, 15 - G1A, 16 - C7, 17 - V10A. M - DNA Ladder 1kb ptus
(GlBcoBRL), CN - Controlo negativo de PCR. As setas indicam as bandas













Figura 13. a) Perfis de SSCP obtidos ap6s electroforese em gel de poliacrilamida dos
produtos de RT-PCR desnaturados. A: Amostras - 13 - OLV-1i, 14 - GM6, 8 -
G8M, 6 - G1S, 7 - G3S, 15 - G1A, 1 - GzA,2 - GsA, 10- N; B: Amostras- 13 -
oLV-1i,14 - GM6, 16 -C7,9 - C1VM, 3 - V4PB,4 - V6A, 17 -V10,11 - G1PB.
b) A, B, C, D e E: Tipos de padr6es de SSCP diferentes, obtidos dos vdrios
isolados de OLV-1.
Figura 14. Sintomas observados em alguns dos hospedeiros herbSceos inoculados com
o isolado viral GM6: A e B: les6es locais em N. benthamiana; C: les6es locais
em C. murale; D: lesOes locais em C. quinoa; E: les6es locais em V. unguiculata
e F: les6es locais em G. globosa.
Figura 15. A: Banda formada em gradiente de sacarose ap6s ultracentrifugagSo da
suspensSo viral de GM6. B: Fotografia do isolado viral GM6, observado ao
microsc6pio electr6nico de transmiss6o (Barra=100 nm).
Figura 16. An5lise da protelna da cSpside do isolado GM6 por electroforese em gel
descontinuo de SDS-poliacrilamida; M: Sigmamarker Low range (SIGMA); 1:
p6ptido constituinte da c6pside viral.
Figura 17. Andlise electrofor6tica em gel de 1o/o de agarose do Scido nucleico viral
extraido de preparag6es purificadas de vfrus. A - M: 'RNA Markers, 0.28-6.58
kb' (Promega), 1: Acido nucleico viral extraido com fenol e SDS; B - 1: Acido
nucleico viral extraido com o 'RNeasy Plant Mini Kit' (Qiagen); M: 'RNA Ladder,
High Range' (Fermentas). A seta indica a posigSo RNA viral, com cerca de 3700
bases.
Figura 18. An5lise electrofor6tica em gel de 0,8% de agarose dos Scidos ribonucleicos
de cadeia dupla isolados de plantas de N. benthamiana infectadas. M - 'DNA
Ladder 1kb plus' (GtacoBRL); 1 - Bandas correspondentes drs formas
replicativas do isolado GM6. As setas indicam a posigSo de cada uma das 3
bandas obtidas.
Figura 19. Sequ6ncia completa de bases do genoma do isolado viral GM6. A sequ6ncia
de amino6cidos deduzida para as proteinas codificadas pelo RNA viral 6
apresentada na parte inferior da sequ6ncia, com diferentes cores para cada
prov6vel protefna. Os asteriscos (") correspondem ao codSo stop.
Figura 20. Organizagao do genoma do isolado viral GM6. As caixas sombreadas
representam as proteinas codificadas por cada uma das ORFs: p23, p82, pB, po
e p30 kDa. Rt - leitura continua ('read through'), RdRp - RNA polimerase
dependente de RNA-, CP - c6pside proteica.
Figura 21. Arvore filogen6tica obtida por aplicagSo do m6todo de Neighbour-Joining
ap6s o alinhamento das sequ6ncias de amino6cidos da RdRp do isolado GM6













Figura 22. Awore filogen6tica obtida por aplicagSo do m6todo de Neighbour-Joining,
ap6s o alinhamento das sequ6ncias de aminodcidos da CP de GM6 com as de
outros membros da familia Tombusviridae. Os valores num6ricos representam
os'bootstraps'.
Figura 23. Alinhamento da sequEncia de aminodcidos da CP do isolado GM6, com as de
OLV-Itulipa (84855656), OLV-Icitrino (NP_043911), TNV-A (NP_056828),
TNV-D (8AA00790), e OMMV (YP_224O20). Os residuos id6nticos estSo a
negrito. Os tragos indicam espagos introduzidos para maximizar o alinhamento.
A regiSo sublinhada corresponde ao dominio S da c6pside proteica, os residuos
a cinzento correspondem ao padrSo de consenso do domlnio S e a seta indica o
aminodcido leucina na 17a posigSo deste consenso. Os locais de ligagSo ao
c6lcio (Ca2*) estSo indicados abaixo das sequ€ncias, junto dos amino6cidos que
favorecem essa ligagSo.
Figura 24. Arvore filogen6tica obtida por aplicagSo do m6todo de Neighbour-Joining a
partir do alinhamento das sequ6ncias de aminodcidos das proteinas p8 e p6 de
GM6 com pequenas protelnas codificadas pelo genoma de outros membros da
fam ilia Tombusvirid ae. Os valores num6ricos representiam os'bootstraps'.
Figura 25. Arvores filogen6ticas obtidas por aplicagSo do m6todo de Neighbour-Joining
a partir do alinhamento das sequdncias de amino6cidos das proteinas p8 (A) e
p6 (B), de GM6, com outras pequenas proteinas localizadas em zonas iddnticas
do genoma, de outros membros da familia Tombusviridae. Os valores
num6ricos representam os'bootstraps'.
Figura 26. A - Planta de N. benthamiana revelando extensas necroses, ap6s ter sido
inoculada com raizes de N. benthamiana cultivada em solo contaminado com
GM6. B - Andlise electrofor6tica em gel de agarose, em que se observam os
produtos de amplificagSo resultantes de RT-PCR usando RNA total extraido de
ralzes (1) e folhas (2) de plantas de N. benthamiana. C+ - Controlo positivo; C- -
Controlo negativo; M -'RNA Ladder, High Range'(Fermentas).
Figura 27. Detecgdo do vlrus OLV-1 por RT-PCR usando RNA total extraido de N.
benthamiana previamente inoculada com OLV-1 (C+), de ramos e de frutos de
oliveiras da cultivar Galega vulgar 6rvore 1 (1R) e (1F), e Srvore 2 (2R) e (2F).
Controlo negativo da reacgSo de amplificagao (C-), Marcador 1kb Plus DNA
Ladder (GIBCOBRL) (M). A seta indica a posigSo do produto de amplificagSo









Figura 28. Detecgdo simultdnea dos virus OLV-1 e TNV-D por RT-PCR num passo. A -
Gel de agarose onde se observa o resultado da reacaSo de amplificagSo obtida
a partir do RNA total extraido de plantas de N. benthamiana. M - 'Marcador 1kb
Plus DNA Ladder'(GIBCOBRL); t - r. benthamiana previamente inoculada com
TNV-D; 2 - N. benthamiana infectada com OLV-1; 3 - N. benthamiana infectada
com TNV-D e com OLV-1; C- - Controlo negativo do PCR. B - Gel de agarose
onde se observa o resultado de uma reacgso de amplificagSo em que se utilizou
o RNA total extraido de ramos (R) de oliveira. M - 'Marcador 1kb Plus DNA
Ladder' (GIBCOBRL); C+ - N. benthamiana infectada com TNV-D e com OLV-1;
1 - Galega vulgar, 6rvore 1 da Herdade da Ab6bada; 2 - Galega vulgar, flrvore 2
da Herdade da Abobada; 3 - Verdeal alentejana, 6rvore 10 da Herdade da
Ab6bada; 4 - Galega vulgar, Srvore 5 da Herdade da Ab6bada; 5 - Verdeal
alentejana, Srvore 4 da Herdade da Abobada; 6 - Verdeal alentejana, 6rvore I
da Herdade da Ab6bada, C- - controlo negativo do PCR. As setas indicam as
bandas referentes aos produtos de amplificagSo de cerca de 750 pb (seta
superior) e cerca de 360 pb (seta inferior).
Figura 29. DetecgSo do virus OLV-1 por RT-PCR usando dsRNA previamente
desnaturado. 1 - dsRNA extraldo de N. benthamiana infectada com OLV-1; 2 -
dsRNA extraido de ramos da cultivar Galega vulgar, Srvore 1 da Herdade da
Ab6bada; 3 - dsRNA extraido de ramos da cultivar Galega vulgar, Awore 2 da
Herdade da Ab6bada; 4 - dsRNA extraido de ramos da cultivar Galega vulgar,
6rvore 5 da Herdade da Ab6bada; 5 - dsRNA extraido de ramos da cultivar
VerdealAlentejana, Srvore 10 da Herdade da Ab6bada; 6 - Controlo negativo da
reacgso de amplificagao; M -'Marcador 1kb Plus DNA Ladder'(GIBCOBRL)
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B - abreviatura associada d particula viral com taxa de sedimentagSo mais elevada
(Bottom).
BSA - albumina de soro de bovino
oC - grau centlgrado
ca. - circa
cDNA - DNA complementar
CP - c6pside proteica
cv. - cultivar
Da - Dalton
dATP - deoxiadenosina trifosfato
DAS-ELISA - Double antibody sandwich - Enzyme linked immunosorbent assay
DEPC - d ietilpirocarbonato
DNA - Scido desoxiribonucleico
DNase - desoxiribonuclease
dNTPs - deoxinucle6tidos trifosfatados
D.O. - densidade 6ptica
dsRNA -cadeias duplas de RNA
DTT - ditiotreitol
EDTA - 6cido etilenodiamino tetra-ac6tico
g - grama
g - aceleragSo da gravidade
h - hora
HSP70 - Protelna de choque t6rmico 70 ('Heat shock protein' 70)
HSP90 - Proteina de choque t6rmico 90 ('Heat shock protein' g0)
IC/RT-PCR - imunocaptura / transcrigio reversa seguida da reacgso em cadeia da
polimerase
ICR - Regi6es inter-cistr6nicas ('lnter cistronic regions')
lgG - imunoglobulina G
kb - kilobases
kDa - kiloDalton
kbp - kilopares de bases
kV - kiloVolt
xt
M - Middle (abreviatura associada d particula viral com taxa de sedimentagSo interm6dia
entre os componentes'Top' e'Bottom')





M-MLV - Moloney Murine Leukemia Virus
MP - proteina de movimento
M, - massa molecular relativa




ORF - Grelha de leitura aberta ('Open reading frame')
PAGE - electroforese em gel de poliacrilamida
PCR - ReacASo em cadeia da polimerase ('Polymerase chain reaction')
PEG - polietilenoglicol
PVP - polivinil pirrolidone
p/v - peso/volume
RACE -'rapid amplification of cDNA ends'
RdRp - RNA polimerase dependente de RNA
rpm - rotag6es por minuto
RNA - 6cido ribonucleico
RNase - ribonuclease
RT - transcrigSo reversa
RT-n-PCR - transcriqSo reversa seguida da reacgSo em cadeia da polimerase 'nested'
RT-PCR - transcrigSo reversa seguida da reacgSo em cadeia da polimerase
S - coeficiente de sedimentagSo
SDS - sulfato dodecil de s6dio
SDS - PAGE - gel de poliacrilamida com sulfato dodecil de s6dio
seg - segundo
SSC - TampSo Cloreto de s6dio/Citrato de s6dio
SSCP - polimorfismo da conformagSo da cadeia simples
ssRNA - 6cido ribonucleico de cadeia simples
STE - TampSo S6dio/Tris/EDTA
T - abreviatura associada dr particula viral com taxa de sedimentagSo menor (Top)
xii
Taq - Thermus aquaticus
TBE - TampSo Tris/6cido b6rico/EDTA
TE - TampSo Tris/ EDTA
TEMED - N, N, N', N'-Tetrametiletilendiamina
TdT - Terminal deoxinucleotido Transferase
TNA - 6cido nucleico total

















Abreviaturas dos nomes dos virus
AIMV - Alfalfa mosaic virus
ArMV - Arabis mosaic virus
BBSV - Beet black scorch virus
CarMV - Carnation mottle virus
CLRV - Cherry leaf rollvirus
CMV - Cucumber mosaic virus
CymRSV - Cymbidium ringspot virus
GaMV - Galinsoga mosaic virus
LWSV - Leek white streak virus
MNSV - Melon necrotic spot virus
OLRSV - Olive latent ringspot virus
OLV-2 - Olive latent virus 2
OLV-1 - Olive latent virus 1
OLYaV - Olive leaf yellowing-associated virus
OMMV - Olive mild mosaic virus
OSLV - Olive semi latent virus
OWaV - Olive vein yellowing-associated virus
OYMDaV - Olive yellow mottling and decline associated virus
PDV - Prune dwarf virus
SLRSV - Strawberry latent ringspot virus
TBSV - Tomato bushy stunt virus
TCV - Turnip crinkle virus
TMV - Tobacco mosaic virus
TNV-A - Tobacco necrosrs virus A
TNV-D - Tobacco necrosr.s virus D
XV
xvt
Abreviaturas dos c6digos simples dos aminoicidos
A - Alanina
C - Cisteina
D - Acido asp6rtico
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Este trabalho incidiu sobre o estudo de isolados de OLV-1 obtidos de Olea
europaea L. cultivada em Portugal e em especial sobre o isolado GM6. Estudaram-se as
propriedades de natureza biol6gica e molecular e realizou-se pela primeira vez a
sequenciagSo do genoma completo de um isolado de OLV-1 de oliveira, procedeu-se i
identificagSo serol6gica e molecular de 17 isolados e d an5lise da variabilidade gen6mica
destes, e compararam-se vdrios m6todos de diagn6stico de OLV-1 aplic6veis d cultura da
oliveira.
O isolado GMG transmitiu-se mecanicamente a v6rios hospedeiros herbSceos nos
quais produziu unicamente necroses locais. As particulas virais com cerca de 30 nm de
di6metro, t6m um coeficiente de sedimentagSo de 111 S, a capside proteica 6 constitulda
por p6ptideos com 32kDa e rodeiam uma mol6cula de RNA gen6mico de cadeia simples
e de sentido positivo com 3,7 kb. Estas propriedades s5o semelhantes ds do OLV-1
isolado italiano, de oliveira, com o qual 6 serologicamente relacionado.
O RNA viral 6 constituldo por 3702 nts e est6 organizado em 5 ORFs, tem
capacidade para codificar 5 p6ptidos e apresenta duas regiOes nio traduzidas de 60 nts e
258 nts pr6ximas das extremidades 5' e 3', respectivamente e ainda duas regi6es
intercistr6nicas, uma de 5 nts entre a ORF 3 e a ORF 4 e outra de 24nts entre a ORF 4 e
a ORF 5. A ORF 1 situada na extremidade 5', codifica uma proteina com M, estimada em
23004 (p23), e a leitura continua do codSo stop 'amber', origina uma proteina
parcialmente iddntica d anterior com uma M, estimada em 82484 (p82) codificada pela
ORF 2. Esta proteina foi identificada como a replicase viral(RdRP), com base na elevada
identidade, superior a g0%, com as RdRp de outros necrovirus. Filogeneticamente, esta
protelna encontra-se no mesmo ramo filogen6tico que a RdRp do OLV-1 isolado de
citrino. As ORF 3 e ORF 4 codificam polip6ptidos com uma M, estimada de 8051 (p8) e
6268 (p6), respectivamente. Admite-se que estes polip6ptidos estejam envolvidos no
movimento das partlculas virais de c6lula para c6lula, com base na elevada identidade
com as p8 e pG do isolado de citrino de OLV-1 , 93,2o/o e 100%, respectivamente, que
possuem a fungSo de facilitar o movimento viral. Na extremidade 3' do genoma estd
localizada a ORF 5 que codifica a protelna da c6pside viral e que tem uma M, estimada
de 29853 (p30) e mostra uma identidade de 98,5% e de 87,7o/o, com as hom6logas
relativas aos isolados de t0lipa e de citrino, respectivamente. A pesquisa de regi6es
conservadas na proteina da c6pside revelou a localizagSo do domfnio S (Shell), situado
entre os amino5cidos 53 e 270 e tamb6m a respectiva regiSo de consenso deste dominio.
Nesta regiSo, que 6 constitulda por 26 amino6cidos entre os reslduos 135 e 160,
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observou-se o aminoacido leucina, na 17" posigSo, d semelhanga do que se verifica nos
outros isolados de OLV-1, mas que n5o se observa nos outros vlrus isom6tricos de
plantas com genoma de RNA. Para al6m desta sequEncia, foram ainda identificados
quatro residuos de ligagSo ao Ca2*, dois residuos de 6cido asp6rtico, um de lisina e um
de leucina, respons6veis pela estabilidade da estrutura quaterndria da c6pside proteica.
O isolado viral GM6 revelou a capacidade de ser transmitido atrav6s do solo a
plantas de N. benthamiana, na aus6ncia de vectores biol6gicos. Nestas circunst6ncias a
infecgso do v[rus restringiu-se d parte radical, n5o infectando a parte a6rea da planta,
como se demonstrou por testes de inoculaQso mec6nica, DAS-ELISA e RT-PCR.
Neste trabalho caracterizou-se parcialmente um grupo de 23 isolados virais
obtidos de oliveira, que apresentaram caracterfsticas de necrovirus. Uma primeira an5lise
por DAS-ELISA permitiu identificar 17 isolados como OLV-1 e 8 como TNV (/afo sensu)
e/ou OMMV, ndo tendo sido possivel distinguir entre estas esp6cies virais por o antisoro
usado em ELISA ser de muito largo espectro e por o OMMV ser serologicamente muito
semelhante ao TNV-D. Estes testes permitiram tamb6m verificar a ocorr6ncia de
infec96es mistas numa mesma 6rvore, facto que pode proporcionar a recombinagSo
gen6mica e originar virus com caracterlsticas comuns ds esp6cies OLV-1 e TNV-D, como
6 o caso jd conhecido do necrovirus OMMV. Os isolados de OLV-1 identificados por DAS-
ELISA foram submetidos a testes de RT-PCR com 'primers' especlficos para o OLV-1,
tendo-se verificado que dois desses isolados n6o geraram o produto amplificado
esperado, n5o se confirmando assim a identificagSo serol6gica inicial. Esta discrep6ncia
poder6 dever-se, por exemplo, a prov6veis mutag6es na sequ6ncia nucleotidica na zona
de hibridagSo dos'primers' impedindo o seu emparelhamento.
Os produtos de amplificag6o obtidos por RT-PCR aplicados a 15 dos 17 isolados
de OLV-1 de oliveira, foram sujeitos a anSlise de SSCP. Os padr6es obtidos em gel
revelaram a presenga de 5 padr6es electrofor6ticos distintos, com uma, duas ou tr6s
conformag6es estdveis correspondendo d presenga de diferentes variantes na mesma
6rvore.
Neste trabalho foram ainda avaliados v6rios m6todos para o diagn6stico viral,
principalmente de OLV-1, directamente de tecidos de oliveira. A an6lise das dsRNA n5o
constituiu, nas nossas condig6es, um m6todo eficaz, pois os resultados obtidos foram
sempre negativos, apesar de se saber, por outras vias (por exemplo, inoculagio
mecdnica seguida de purificagSo e caracterizagSo viral), que algumas das drvores
analisadas estavam infectadas. No entanto, a utilizagSo destas mesmas preparagOes de
dsRNA como molde em reacg6es de RT-PCR, utilizando 'primers' especlficos para o
OLV-1, originaram resultados positivos demonstrando que os testes de RT-PCR possuem
uma maior sensibilidade. A detecgSo de OLV-1 foi eficaz tanto aplicada a amostras
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provenientes de ramos como de frutos, embora o produto finat da reacgdo de
amplificagdo fosse menos concentrado nas amostras obtidas de frutos do que de ramos.
Os testes de RT-PCR'single-step'possibilitaram a detecgio de OLV-1 em plantas
de N. benthamiana infectadas e o RT-PCR 'single-step multiplex'foi optimizado para
possibilitar a detecQso simult6nea dos 3 necrovirus que infectam a oliveira. Esta
modalidade tem a vantagem de reduzir o tempo necessSrio para o diagn6stico e o custo
em reagentes e permitiu-nos diagnosticar infec96es mistas e simples dos necrovirus que
infectam a oliveira em Portugal.
O elevado nivel de infecA6es virais que ocorrem nos olivais portugueses, j6
verificada em outros estudos, e por outro lado a etevada sensibilidade e especificidade
dos RT-PCR multiplex, demonstram claramente a importdncia destes e considera-se
imprescindlvel a sua aplicagSo em Programas nacionais de melhoramento, de selecAdo e
de certificaqSo sanitSria da oliveira, como exigido por legislagdo da Uniao Europeia
Directiva 93148 de 23-06-93, conformitas Agraria communitaf,s (cAc).
Palavras'chave: OLV-1, necrovirus, sequenciagSo gen6mica, oliveira, virus da oliveira, SSCP,
RT-PCR, RT-PCR 'single-step', RT-PCR 'single-step multiplex', diagn6stico de




This work involves the study of OLV-1 isolates obtained from Olea europaea L.
growing in Portugal, in particular the GMG isolate. The biological and molecular properties
were studied and the genome of an OLV-1 olive isolate was fully sequenced for the first
time. Additionally, 17 different OLV-1 isolates were serological and molecularly identified
and the genomic variability among them was analysed. Different methods for OLV-1
diagnosis applied to olive crop were compared and optimized for practical purposes.
The GM6 isolate was mechanically transmitted to several herbaceous hosts where
it produced only local necrotic lesions. Virus particles with about 30 nm in diameter,
sedimented as a single component with 111 S, the coat protein is made up 32 kDa
peptide subunits that surrounded a positive single strand molecule of genomic RNA with
ca. 3.7 kb. The properties of this isolate are identical to that of an ltalian OLV-1 isolate
obtained from the ltalian olives with which it is serologically related.
The viral RNA is 3702 nucleotides long, is organized in 5 ORFs with the coding
capacity for 5 peptides, shows two non coding regions with 60 and 258 nts in the 3'and 5'
ends, respectively, and also two small inter cistronic regions, one with 5 nts between ORF
3 and ORF 4 and another with 24 nls between ORF 4 and ORF 5. The ORF 1 located in
the 5' end encodes a peptide with an estimated M, of 23004 (p23), the read through of its
ambertermination codon allows the translation of the ORF 2that encodes a protein with
an estimated M, of 82484 (p82). This protein was identified as the viral replicase (RdRp)
based on the high identity, over 90%, with that of other necrovirus and the phylogenetic
analysis showed that it is in the same branch as that of OLV-1 citrus isolate. ORF 3 and
ORF 4 encoded polypeptides with an estimated M, of 8051 (p8) and 6268 (p6),
respectively, are likely to be involved in the cell{o-cell movement of virus particles. These
polypeptides share a high percentage of identity with those of OLV-1 citrus isolate, 93.2o/o
and 100%, respectively. ln the 3'end of viral genome is located the ORF 5, that encodes
the viral coat protein with an estimated M, of 29853 (p30), showing an identity of 98.5%
and 87.7o/o with that of the tulip and citrus isolates. A domain search of the coat protein
sequence revealed the S domain located between the 53 and 270 amino acid residue as
well as the consensus pattern of that domain. !n this consensus pattern constituted by the
26 amino acids located between the 135 and 160 residues, is the amino acid leucine at
position 17th, which had not been considered in the described pattern. This leucine is
conserved in all OLV-1 isolates in the 17th position of that sequence, but is notfound in
the consensus pattern of the other small icosahedral plant viruses so far compared. ln the
S domain were also found four sites (two for aspartic acid, one for lysine and one for
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asparagine) likely to be involved in Ca2* binding, that confer the stability of the protein
quaternary structure.
The GM6 isolate showed the ability to be transmitted trough the soil to N.
benthamiana plants in the absence of biological vectors. The virus infection was limited to
the plant root system, as demonstrated by mechanical transmission, DAS-ELISA and RT-
PCR tests.
Additionally, in this work 23 viral isolates obtained from olive, showing necrovirus
properties were partially characterized. Application of DAS-ELISA test were identified 17
isolates as OLV-1 and 8 as TNV (/afo sensu) and/or OMMV. lt was not possible to
distinguish between these species because the antiserum used was of broad range and
because OMMV is serologically very close to TNV-D. This test detected mixed infections
in the same tree, which permits the occurrence of the genomic recombination and thus
originating new viral species with characteristics of the both OLV-1 and TNV-D, as is the
case of OMMV. The OLV-1 isolates identified by ELISA tests were further analysed by
RT-PCR with primers specific for OLV-1. Reactions involving two of those isolates did not
show the expected amplified product not confirming the previously serological
identification. Such discrepancy may be due, for example, to mutations in the viral
genomic sequence where the primers hybridize, thus preventing further amplification.
The amplified products obtained from RT-PCR application to 15 OLV-1 isolates
were subjected to SSCP analysis. The resulting electrophoretic profiles, revealed the
presence of 5 different patterns, with one, two or three different conformations.
ln this work several methods for viral diagnosis, mainly OLV-1, using olive tissues
were evaluated. The dsRNA analysis, in our experimental conditions, did was not an
efficient method for olive virus diagnosis. The results obtained were always negative,
although it was known, that some trees tested by other methods (for example, by
mechanical transmission, followed by purification and viral characterization) were infected.
However, the use of the same dsRNA preparations as template in RT-PCR reactions with
the OLV-1 diagnostic primers showed positive results thus revealing the high sensitivity of
the RT-PCR tests. The OLV-1 detection was efficient in stems as well as in fruits, but the
reaction final amplified product was less concentrated when working with fruit samples
than with stems.
The RT-PCR single-step tests detected OLV-1 in N. benthamiana infected plants
very easily but preference was given to optimizing the RT-PCR single-step multiplex to
allow the simultaneous detection of the 3 necroviruses. This method saves time and
reagent costs and allows the detection of mixed and simple infections in olive trees.
The high level of viral infections that occurs in Portuguese olive orchards observed
in previous studies, and the high specificity and sensitivity of the RT-PCR multiplex, show
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the great importance of these tests and clearly show the relevance of their implementation
in national Programmes for breeding, selection and sanitary certification of olive cultivars,
as required by European Union legislation, as Directive 93148 from 23-06-93, Conformitas
Agrari a Co m u n rtati s (CAC}
Keywords: OLV-1, necrovirus, genome sequencing, olive tree, olive viruses, SSCP, RT-PCR, RT-





A oliveira (Olea europaea L.) 6 a cultura frutlcola mais cultivada no mundo, tendo
a 6rea cultivada triplicado nos 0ltimos 40 anos, passando de 2,6 para 8,5 milh6es de
hectares (FAO, 2006). Nas fltimas d6cadas esta cultura estendeu-se a paises sem
tradigSo olivicola, como a Argentina, AustrSlia, China e india. Estes paises constituem
actualmente os grandes mercados importadores de material vegetativo, exigindo em
regra que o material seja certificado e isento de doenqas, nomeadamente virus. Tamb6m
a Directiva Europeia 93148 de 23-06-93, Conformitas Agraria Communitafis (CAC), imp6e
a obrigagSo da produgSo e comercializagSo de material propagativo de oliveira isento de
"todos os vlrus e organismos semelhantes a vfrus".
A oliveira 6 uma planta susceptlvel ao ataque de diversas pragas e doengas, de
onde se destacam os 14 virus isolados at6 ao momento deste hospedeiro (Alkowni, 2000;
Cardoso et al., 2005). Estes tdm merecido uma atengSo crescente por parte dos
fitopatologistas e melhoradores, tendo em conta a relevdncia econ6mica desta cultura em
muitos paises da Europa, Norte de Africa e M6dio Oriente e porque nio se conhecem
t6cnicas eficazes para eliminar vlrus de material vegetal de oliveira (Martelli, 1999).
Principalmente, nas 0ltimas duas d6cadas, muitos trabalhos t6m sido conduzidos de
modo a aprofundar o conhecimento sobre os vlrus que infectam esta cultura. Os
trabalhos que inicialmente se realizaram baseados em experimentagSo de transmissdo
por enxertia e por inoculagSo mecdnica em hospedeiros herb5ceos, foram evoluindo,
tendo-se isolado as particulas virais que foram caracterizadas bioquimica e
serologicamente. Mais recentemente, com o desenvolvimento de metodologias
moleculares, realizaram-se estudos detalhados dos genomas, conhecendo-se
actualmente em pormenor os genes que comp6em alguns destes vlrus. No entanto, dos
14 virus isolados de oliveira, apenas cinco desses virus t6m o seu genoma total ou
parcialmente seq uenciado.
O conhecimento da sequ6nciagSo gen6mica dos virus, no todo ou em parte 6
crucial para a concepgSo de m6todos de diagn6stico de elevada sensibilidade como as
baseadas na transcriqSo reversa seguida da reacgSo em cadeia da polimerase ('Reverse
transcription - polymerase chain reaction' / RT-PCR), muito fteis em programas de
melhoramento e de certificagSo de material vegetal. As t6cnicas moleculares estSo
continuamente a ser melhoradas, de modo a aumentar ainda mais a sensibilidade e o
n0mero de virus detectados em apenas um teste, tornando-os assim mais econ6micos
(Grieco et al., 2000b; Bertolini et al., 2001;2003).
Estudos anteriores realizados no 6mbito de Projectos Nacionais (PAMAF,
SAPIENS e AGRO), em que se aplicaram diferentes m6todos de diagn6stico, revelaram
elevadas taxas de infecgSo em oliveira, por vezes atingindo os 100% das Srvores
testadas (F6lix et al., 2002; Varanda, 2005). Este facto, associado a crescente
necessidade de obtengSo de material vegetal de oliveira isento de virus para usar no
estabelecimento de novos olivais e eventual exportagSo de estacas enraizadas, vem
demonstrar a grande importdncia e urg6ncia que tem o desenvolvimento de t6cnicas de
diagn6stico senslveis e pr5ticas, que possam ser implementadas em larga escala, de
modo a garantir a competitividade da ind0stria olivlcola nacional.
Em Portugal foram detectados at6 ao momento oito vlrus: Strawberry latent
ringspot virus (SLRSV), Arabrs mosaic vlrus (ArMV), Cherry leafroll vffus (CLRV), Olive
latent ringspot vhus (OLRSV), Cucumber mosaic vlrus (CMV), Olive latent virus 1 (OLV-
1), Olive mild mosaic virus (OMMV) e Tobacco necrosis virus /afo sensu (TNV /.s.). No
entanto, os que se t6m encontrado mais disseminados nos olivais nacionais sdo os tr6s
necrovirus OLV-1, TNV-D e/ou OMMV.
Este estudo teve como principal objectivo a caracterizaqlo biomolecular de um
isolado de OLV-1 de oliveira, o GM6 e a sua comparagSo com os outros dois isolados de
OLV-1 conhecidos, de citrino e de t0lipa, e tamb6m com outros vfrus membros da famflia
Tombusviridae a que pertencem. Um outro objectivo consistiu no desenvolvimento e
optimizagSo de testes de diagn6stico aplic6veis directamente a tecidos de oliveira,
nomeadamente testes de RT-PCR e RT-PCR'single-step' para a detecgSo de OLV-1 e
RT-PCR'single-step multiplex', para o diagn6stico em simultdneo dos tr6s necrovirus que
infectam a oliveira. Adicionalmente caracterizaram-se parcialmente 23 isolados virais
obtidos de azeitonas.
Este trabalho contribui para um melhor conhecimento dos vlrus que infectam a
oliveira em Portugal e disponibiliza um meio de diagn6stico que ajude a fazer uma
selecgso sanit6ria mais eficaz de material vegetal de oliveira.
ll. Revisio bibliogr6fica*
1. Os virus na cultura da oliveira
A oliveira 6 afectada por um elevado n0mero de agentes patog6nicos, onde se
incluem os vlrus. A primeira vez que alterag6es morfol6gicas na oliveira foram sugeridas
como tendo origem viral, foi em 1938, por Pesante. Este autor descreveu uma
sintomatologia caracterizada por anomalias foliares e necrose do floema por vezes
acompanhada por um declinio progressivo da 6rvore (Martelli, 1999). Na 6poca, n6o foi
realizado nenhum teste que comprovasse a causa viral. No entanto, materia! com
sintomas id6nticos aos referidos por Pesante foi testado por Fogliani em 1953 para a
presenga de vlrus, tendo este obtido resultados negativos. Estudos posteriores
demonstraram que aquela sintomatologia estava relacionada com a leptonecrose, uma
cardncia de boro (Martelli, 1998).
A partir de 1950 voltou a haver refer6ncias a v6rias doengas de possivel origem
viral (Quadro l), uma vez que elas eram transmitidas por enxertia. Contudo, nunca foi
possfvel a transmissSo a plantas herbdceas indicadoras, nem se observaram particulas
semelhantes a vlrus (Martelli, 1998 e 1999).
Quadro l. Doengas da oliveira transmitidas por enxertia, mas n6o transmissiveis mecanicamentel
Doenga Pais Refe16ncia
Paralisia parcial ('Partial paralysis')
Folha fauciforme ('Sickle leaf)
Amarelo lnfeccioso ('lnfectious yellows')











Lavee e Tanne, 1984
lAdaptado de Martelli (1999).
' Parte desta RevisSo bibliogrSfica est6 contida no capitulo "Characterization and Diagnosis of
Viruses Occuring on Olea europaea L." em publicagSo no livro intitulado "Techniques in Diagnosis
of Plant Viruses". Eds: Govind P. Rao, Rodrigo A. Valverde and Chrisostomos l. Dovas. Studium
Press LLC, Texas, USA.
A presenga de part[culas virais em tecidos de oliveira foi detectada casualmente
mais tarde, aquando da observaqSo ao microsc6pio electr6nico de secq6es ultrafinas de
grSos de pol6n de oliveira da cv. Corregiolo (Pacini e Cresti, 1977). Desde ent5o, j5 foram
isoladas e identificadas 14 esp6cies de vlrus pertencentes a 7 g6neros diferentes
(Alkowni, 2000; Cardoso et al., 2005), com uma distribuigSo mundial praticamente
coincidente com a da cultura da oliveira (Quadro ll).
Os primeiros vlrus a serem identificados foram o Strawberry latent ringspot virus
(SLRSV) e o Arabis mosaic virus (ArMV) (Savino et al., 1979). O SLRSV foi
repetidamente isolado de 6rvores da cultivar italiana Ascolana tenera, as quais
apresentavam folhas deformadas, frutos rugosos e com saliOncias, bem como ramos com
entre-n6s curtos (Marte et al., 1986). Os mesmos sintomas foram tamb6m encontrados
em Portugal, na cv. Negrinha de Freixo, e tamb6m eles associados ao SLRSV (Henriques
et al., 1992). Este vfrus foi tamb6m detectado em 6rvores que n6o exibiam qualquer tipo
de sintomatologia, em lt6lia (Savino et a\.,1979), Portugal (Henriques, 1994; Fblix et al.,
2002) e Espanha (Bertollini et al., 1998). Sabe-se actualmente que a presenga de
sintomas associados a isolados de SLRSV 6 vari5vel com o tipo de cultivar de oliveira
infectada (Faggioli et a\.,2002).
Os vlrus ArMV (Savino et al., 1979), Olive latent ringspot vrrus (OLRSV) (Di
Franco et al., 1983) e Tobacco necrosis virus (TNV lato sensu) (F6lix e Clara, 2002)
foram detectados em 6rvores enfraquecidas e com desfoliaqSo, enquanto que o Cherry
leaf roll vrrus (CLRV) (Savino e Gallitelli, 1981), Cucumber mosaic vftus (CMV) (Savino e
Gallitelli, 1983) e Olive latent virus 2 (OLV-2) (Castellano et al., 1987), foram obtidos de
oliveiras sem sintomas. O OLV-2 foi tamb6m mais recentemente detectado em plantas de
ricino (Ricinus communis), na Gr6cia (Grieco et a\.,2002).
O Olive latent virus 1 (OLV-1) foi isolado pela primeira vez no sul de lt6lia, em
oliveiras assintom6ticas, por Gallitelli e Savino (1985). Este virus voltou a ser isolado de
6rvores sem sintomas na Jord6nia (Martelli et al., 1995) e em Portugal (F6lix e Clara,
1998), mas tamb6m de oliveiras com acentuado amarelecimento (Savino et al., 1996).
Este vlrus foi tamb6m encontrado em associagSo com a doenga da clorose ananicante
dos citrinos ('Citrus chlorosis dwarf') na Turquia e em lt6lia, onde afecta diferentes
variedades de citrinos, como clementina, limoeiro, toranjeira e laranjeira doce (Martelli ef
a/., 1996). Mais recentemente, o OLV-1 foi detectado em t0lipas, no Japio, as quais
apresentavam sintomas de mosaico foliar e listas amarelas (Kanematsu et aI.,2001).
Triolo et al. (1996) detectaram uma estirpe de Tobacco mosaic vlrus (TMV)
designada por TMV-OVB, numa oliveira da cv. Leccino, na zona centro de lt6lia. A
oliveira apresentava sintomas de declfnio e as folhas tinham nervuras com bandas verdes





















































































































































































































































































































































































































































































































































transmitido por enxertia a outras oliveiras e posteriormente re-isolado, n5o se pode
concluir que a sintomatologia inicialmente observada fosse provocada pela presenga
daquele agente.
O Olive semi latent virus (OSLV) foi isolado de plantas jovens da cv. Frantoio, que
apresentavam folhas com nervuras claras (Materazzi et a\.,1996).
TrOs vlrus diferentes foram obtidos a partir de oliveiras que mostravam diferentes
tipos de cloroses constituindo o complexo das doengas das folhas amarelas (Martelli,
1999). O Olive vein yellowing-associated virus (OVYaV) foi isolado de oliveiras situadas
na zona centro e sul de lt6lia e que apresentavam as folhas amarelas (Faggioli e Barba,
1995). Um outro vfrus, Olive yellow mottling and decline-associated (OYMDaV) foi obtido
de uma oliveira na Sicilia, que mostrava uma coloragio amarela foliar, progressivamente
passando a necr6tica, seguida de uma intensa desfoliagSo (Savino eta1.,1996). Porfim,
Sabanadzovic ef a/. (1999) detectaram cadeias duplas de RNA ('double stranded' RNA /
dsRNA) com cerca de 15 kbp, indicativo de infecgSo viral, por an6lise de tecidos foliares
de oliveiras com uma coloragSo amarela muito intensa. Subsequentemente detectaram
uma sequEncia nucleotidica com elevada homologia com o gene da Protefna de choque
t6rmico 70 ('Heat shock protein' 70 / HSP70) dos closterovirus e concluiram que a
infecgSo estava associada a um novo vfrus da familia Closteroviridae, n6o transmisslvel
mecanicamente e distinto dos outros jd descritos, que designaram por Olive leaf
yellowing-associated virus (OLYaV).
O vlrus de oliveira mais recentemente identificado, o Olive mild mosaic virus
(OMMV), foi obtido de uma 5rvore da cv. Galega vulgar, em Portugal, que apresentava
mosaico suave nas folhas (Cardoso et a\.,2005).
2. Importincia econ6mica
O impacto das infec96es virais na ind0stria oliv[cola 6 ainda desconhecido
(Saponari et al., 2002c). De entre os vfrus que afectam a oliveira, os ArMV, CLRV,
SLRSV, TNV /. s., TMV e CMV sio polifagos e de grande importdncia econ6mica para
outras culturas. Os restantes, t6m at6 ao momento, uma gama de hospedeiros restritos d
oliveira, excepto o OLV-1, que foi tamb6m isolado em citrinos e em ttlipas, e o OLV-2 em
rfcino. Alguns destes virus estSo classificados como "organismos de quarentena" e certos
palses importadores de jovens plantas de oliveira como a Austr6lia, a Argentina e a China
exigem certificados de isengSo daqueles virus e tamb6m dos OLRSV e OLYaV (Grieco ef
al., 2O0Oa). No caso concreto do SLRSV, as perdas econ6micas relacionadas com a
6
deformagSo e baixa qualidade dos frutos sdo apreci6veis, porque afectam a
homogeneidade e calibre da azeitona com aptidSo para conserva e azeitona de mesa,
como 6 o caso das cvs. Ascolana tenera (Marte et al., 1986) e Negrinha de Freixo
(Henriques et al., 1 992).
Estudos preliminares especialmente concebidos para avaliar a importdncia das
infecq6es virais na capacidade de enraizamento de cinco cultivares revelaram que as
estacas provenientes de oliveiras infectadas apresentavam percentagens de
enraizamento inferiores ds provenientes de oliveiras sem virus (Serrano et a\.,1995).
As perdas devidas a infec96es virais s6o certamente maiores do que aquelas que
geralmente se reconhecem. Na realidade, estudos referidos por Waterworth e Hadidi
(1998) apontam situag6es em que os ganhos de produgdo obtidos por plantas isentas de
virus podem atingir o dobro ou mais do que os obtidos por plantas infectadas.
3. Epidemiologia
Em Portugal, como em outros palses, detectaram-se elevados n[veis de infecA6es
virais em oliveira, chegando nalguns casos aos 100o/o de amostras infectadas
provenientes do mesmo olival, o que sugere a exist6ncia de meios de disseminagSo
muito eficazes (F6lix et a1.,2002: Saponari et a1.,2002b).
A transmissdo de vlrus por semente foi uma possibilidade que surgiu quando
Pacini e Cresti (1977) encontraram partlculas virais isom6tricas sugestivas de serem
nepovirus, dentro de tfbulos membranosos nas c6lulas de grSos de p6len, mas n6o foi
confirmada, uma vez que n5o foram encontradas particulas virais nos gr5os de p6len
maduros. Estudos mais recentes revelaram que o CLRV e o OLV-1 foram detectados por
RT-PCR em flores e apenas o CLRV em p6len de oliveira. O CLRV, foi detectado na
cultivar ltaliana Oliva rossa (Saponari et al., 2002b) e OLV-1 na cultivar Portuguesa
Verdeal Alentejana (Lob5o et a1.,2002). Estudos efectuados por Saponan et al. (2002b),
na cv. Oliva rossa infectada simultaneamente com os virus CLRV e OLV-1, mostraram
que o CLRV estava presente em g0% das sementes e em 82% das plAntulas, ao passo
que o OLV-1 estava presente em 41 e 360/o, respectivamente.
A transmissSo do OLV-1, isolado de citrino atrav6s do solo, na aus6ncia de
vectores biol6gicos, foi demonstrada por Martelli ef a/. (1996). Nessa experiOncia, foi
colocada uma suspensSo viral, num solo esterilizado onde cresciam plantas de Vrgna
unguiculata Walp. O vlrus infectou as ra[zes das plantas, mas ndo se disseminou para
al6m da zona radical da planta. Tamb6m o fungo de solo Olpidium brassicae (Wor.)
Dang., conhecido como sendo um vector do virus TNV /. s. (Teakle, 1962; Adams, 1991)
tem sido encontrado frequentemente em solos onde crescem oliveiras infectadas com
este vlrus (Felix e Clara, 2001). Uma experidncia, realizada por estes 0ltimos autores, em
que se utilizaram plantas de alface para captar O. brassicae de solos onde cresciam
oliveiras infectadas com TNV /. s., permitiu nio s6 recuperar esporos do fungo, como
tamb6m particulas virais que infectaram as plantas de alface. Estes resultados sugerem a
possibilidade do vlrus ser transmitido pelo fungo na cultura da oliveira.
Apesar de haver vfrus que infectam a oliveira que podem ser transmitidos por
insectos, como 6 o caso do CMV (Martelli, 1999), apenas hd refer6ncia a este meio de
transmissSo para o OLYaV. Sabanadzovic ef a/. (1999) detectaram uma sequOncia de
RNA especifica de OLYaV em Euphyllura olivina e em Pseudococcus sp. que se
encontravam em plantas infectadas com este virus. Contudo, estes autores n6o retiraram
conclus6es definitivas quanto ao papel destes insectos na transmissSo do OLYaV.
4. Propriedades gerais dos virus que infectam a oliveira
A informagSo disponivel sobre as propriedades de cada uma das 14 esp6cies de
vfrus isolados de oliveira, n5o 6 compar6vel, pois alguns destes foram s6 muito
sumariamente caracterizados, enquanto que para outros, como OLRSV, OLV-2, OLV-1,
OMMV e OLYaV, a sequenciagSo gen6mica foifeita na sua totalidade ou em parte.
4.1. G6nero Nepovirus
Este g6nero agrupa quatro dos virus conhecidos de oliveira. Estes apresentam
particulas isom6tricas, com cerca de 28-30 nm de didmetro, t6m um genoma de RNA de
sentido positivo e cadeia simples e s5o multicomponentes (van Regenmortel et a1.,2000).
4.1.1. Strawberry latent ringspot virus
Os dois isolados de SLRSV encontrados em lt6lia, s5o serologicamente distintos
entre si e tamb6m distintos da estirpe tipo de SLRSV. Estes isolados sdo facilmente
transmissfveis mecanicamente a partir de flores de oliveira e originam cloroses locais e
mosaico sist6mico em Chenopodium quinoa Willd, Chenopodium amaranticolor Coste e
Reyn e Cucumis safiyus L.. Em Phaseolus aureous Roxb produzem apenas pontuagOes
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avermelhadas locais. As particulas virais dos isolados de SLRSV obtidos de oliveira
sedimentam em tr6s componentes com 62 S, 99 S e 135 S, que correspondem aos
componentes de sedimentagSo'Top'(T), 'Middle'(M) e'Bottom'(B), respectivamente. A
componente M tem um conte0do de RNA de 22o/o, cofiaspondente a uma mol6cula de
RNAde cadeia simples com uma massa molecularde 1,6 x 106 Da, e a componente B,
tem um conte0do de RNA de 37o/o, correspondente a duas mol6culas de RNA de cadeia
simples com massa molecular de 1,6 x 106 e 2,6 x 106 Da. A cdpside proteica 6
constituida por dois polip6ptidos com massa molecular de 29 e 44 kDa (Savino et al.,
1e79).
4.1.2. Arabis mosaic virus
Os isolados ltalianos de oliveira de ArMV s5o serologicamente, relacionados entre
si e tamb6m com a estirpe tipo. S5o transmisslveis mecanicamente a partir de flores,
folhas e frutos de oliveira e t6m uma larga gama de hospedeiros, os quais apresentam
sintomas variados, como cloroses locais e mosaico sist6mico em C. quinoa, C.
amaranticolor, Nicotiana benthamiana Domin e Phaseolus vulgaris L., pontuag6es
avermelhadas locais e mosaico e deformagOes sist6micas em Chenopodium
ambrosoides L., pontuag6es avermelhadas locais e mosaico sist6mico em Gomphrena
globosa L., mosaico sist6mico em V. unguiculata e pontuag6es avermelhadas locais em
P. aureus. Estes isolados ficam latentes em Beta vulgaris L., Nicotiana tabacum L. cv.
White Burley e em Nicotiana rustica L.. Os isolados de ArMV obtidos de oliveira,
apresentam tr6s componentes de sedimentagio: 50 S (T), 91 S (M) e 120 S (B). A
componente M tem um conte(do em RNA de 29o/o e corresponde a uma mol6cula de
cadeia simples com massa molecular de 1,4 x 106 Da e a componente B, tem um
conte0do em RNA de 43o/o que corresponde a duas mol6culas de cadeia simples com
massa molecular de 1,4 x 106 e2,4 x 106 Da. A cdpside proteica 6 constituida por um
[nico peptideo, com massa molecular de 54 kDa (Savino et al.,1g7g).
4.1.3. Cheny leafroll virus
A transmissSo mec6nica de CLRV isolado de oliveira foi feita a partir de flores
inteiras para plantas indicadoras herbdceas, nas quais produziu necroses locais e
sist6micas em C. quinoa, mosaico sist6mico em C. amaranticolor, Petunia hybrida Vilm. e
P. vulgaris e manchas em anel em N. tabacum cv. White Burley. No entanto, este virus
permanece latente em Nicotiana glutinosa, G. globosa, C. safiyus e Cucurbita pepo L.. O
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CLRV 6 constituido por dois componentes, M e B, com taxas de sedimentagSo de 112 S
e 124 S, respectivamente (Savino e Gallitelli, 1981).
4.1.4. Olive latent ringspot virus
OLRSV n6o 6 serologicamente relacionado com nenhum dos 26 diferentes vfrus
isom6tricos de plantas incluindo 17 nepovirus (Savino et al., 1983). A transmissSo
mecdnica foi feita a partir de flores de oliveira para diferentes plantas indicadoras
induzindo mosaico sist6mico em Nicotiana clevelandii Gray. e P. hybrida, les6es
clor6ticas locais e mosaico sist6mico em C. sativus e P. vulgaris e les6es locais
necr6ticas e mosaico sist6mico em C. quinoa e C. amaranticolor. Este virus apresenta
tr6s componentes 52 S (T), 97 S (M) e 132 S (B). O componente T n5o tem 6cido
nucleico e os componentes M e B t6m um conterido em 5cido nucleico de 30% e 43o/o,
respectivamente. As particulas virais contCm duas esp6cies de RNA de cadeia simples,
com massa molecular de 2,65 x 106 (RNA 't) e 1,4 x 106 Da (RNA 2), sendo ambas
necess5rias para a infecciosidade. A c6pside proteica 6 constitufda por um polip6ptido
com massa molecular de 57,6 kDa (Savino et a\.,1983).
Das duas mol6culas de RNA gen6mico, apenas a do RNA 2 foi sequenciada,
apresentando a organizagSo tipica dos nepovirus (Figura 1). E uma mol6cula
monocistr6nica, com 3969 nucle6tidos (nts), tendo a extremidade 5' uma regiSo nio
codificante ('Non coding region'i NCR) constituida por 138 nts e um conte0do em A+U de
63,5%, e a extremidade 3' apresenta uma NCR com 393 nts e uma cauda poliadenilada
(poliA) terminal. Este RNA tem uma 0nica grelha de leitura aberta ('Open reading frame'/
ORF) com 3448 nts, localizada entre os nucle6tidos 139 (AUG) e 3574 (UAG) e codifica
para um polip6tido com uma massa molecular de 126044 Da. A c6pside proteica (CP),
localizada na regiSo Cterminal do polip6ptido, tem 523 amino6cidos (aa) e uma massa
molecular estimada em 57916 Da. Na regiSo Nterminal localiza-se uma provdvel
proteina de movimento (MP) (Figura 1). Nesta mol6cula de RNA, foi tamb6m identificado







Figura 1. Organizagdo do genoma do RNA 2 do OLRSV. A caixa representa uma poliproteina que,
pol divagem, origina as protelnas virais MP - proteina de movimento e CP - c6pside proteica.
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4.2. Ginero Cucumovirus
4.2.1. Cucumber mosaic virus
A transmiss6o mecdnica do isolado de CMV obteve-se a partir de flores de
oliveira, para plantas de V. unguiculafa, onde produziu necroses locais. As particulas
virais do isolado de CMV s6o multicomponentes e isom6tricas, com cerca de 28 nm de
di6metro. O genoma 6 multipartido, constituido por quatro cadeias simples de RNA, com
as seguintes massas moleculares:1,2 x 106 (RNA 1), 1,07 x 106 (RNA 2),0,78 x 106
(RNA 3), 0,39 x 106 (RNA 4). Em alguns casos foi isolada tamb6m uma outra mol6cula
com 0,15 x 106 Da que foi considerada equivalente ao RNA sat6lite do CMV, conhecido
por CARNA-5 ('cucumovirus associated' RNA) (Savino e Gallitelli, 1983).
4.3. G6nero Oleavirus
4.3.1. Olive latent virus 2
O OLV-2 assemelha-se morfologicamente e na massa molecular da c6pside
proteica ao Alfalfa mosaic wrus (AIMV), mas n6o sdo serologicamente relacionados.
Difere tamb6m na gama de hospedeiros, nos sintomas produzidos em algumas plantas
indicadoras (Grieco et al., 1992) e na ultraestrutura das c6lulas infectadas (Castellano ef
al., 1987). Este virus obtido de oliveira tem uma gama de hospedeiros experimentais
variada, que apresenta sintomas de mosaico clor6tico sist6mico em plantas de N.
benthamiana, les6es clor6ticas e necr6ticas sist6micas em N. clevelandii e Nicotiana
occidentalis, an6is clor6ticos transit6rios em N. tabacum cv. White Burley e Nicotiana
megalosiphon, les6es necr6ticas locais e deformagSo das folhas terminais em N.
glutinosa e necroses locais em C. quinoa, necrose apical sist6mica e morte da planta em
P. aureus,les6es locais avermelhadas e mosaico e deformagSo sist6mica em G. globosa
e mosaico das folhas terminais em P. hybrida (Grieco et a1.,1992). O OLV-2 6 um vlrus
com propriedades muito particulares, que levaram a que fosse criado um novo g6nero
taxon6mico para o incluir, o Oleavirus (Martelli e Grieco, 1997). E multicomponente e
constituldo por particulas com cinco formas distintas, que vdo das quase esf6ricas ds
baciliformes, com os seguintes tamanhos: 18 x 18 nm, 37 x 18 nm, 43 x 18 nm, 48 x 18
nm e 55 x 18 nm. Estas partlculas encapsidam sete mol6culas de RNA, estando a
infecciosidade associada ao conjunto das mol6culas RNA 1, RNA 2 e RNA 3 (Grieco ef
a\.,1992).
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Das sete mol6culas de RNA que as partlculas virais do OLV-2 encapsidam,
apenas as quatro maiores (RNAs 1,2,3 e 4) foram sequenciadas e caracterizadas







Figura 2. Estrutura das quatro maiores mol6culas de RNA do genoma do OLV-2. As caixas
correspondem ds principais ORFs.pla - cont6m as'assinaturas'da metiltransferase e da
helicase; p2a - cont6m o dominio da polimerase viral; p36 e p20 correspondem provavelmente d
proteina de movimento (MP) e d c6pside proteica (CP), respectivamente.
O RNA 1, com 3126 nts,6 monocistr6nico, apresentando uma NCR 5'de 101 nts
e a NCR 3' de 298 nts. Este RNA tem apenas uma ORF, a qual comega no primeiro
codeo AUG na posigao 102 e termina no codSo stop UGA, na posigdo 2828. O
polip6ptido pla e constituldo por 908 aa, tem uma massa molecular de 102689 Da e
cont6m as 'assinaturas' dos domlnios das enzimas metiltransferase e helicase. O RNA 2
6 tamb6m monocistr6nico, com 2734 nts, sendo neste caso a NCR 5' de 112 nts e a NCR
3'de 258 nts. A 0nica ORF deste RNA situa-se entre o primeiro codSo AUG na posigSo
113 e o codSo stop UGA na posigSo 2476. O polip6ptido p2a inclui o domlnio da
polimerase (Grieco et al, 1996a). O RNA 3 6 uma mol6cula bicistr6nica, com 2438 nts e
com a NCR 5'e a NCR 3' com 359 e 445 nts, respectivamente. A ORF 1 deste RNA tem
in[cio no primeiro codSo AUG na posigSo 360 e termina no codSo stop UAA na posigSo
1371. Por seu lado, a ORF 2 localiza-se entre o codSo AUG na posigSo 1445 e o codSo
stop na posigSo 1991. A ORF 1 codifica uma prote[na com 337 aa e uma massa
molecular de 36471 Da, provavelmente uma protelna de movimento (MP). A ORF 2 do
RNA 3 codifica uma proteina com 182 aa, sendo a massa molecular correspondente de
19481 Da, a qual foi identificada como sendo provavelmente a protelna da c6pside. Por
fim, o RNA 4 6 sintetizado em quantidades considerSveis nos tecidos infectados e 6
tamb6m encapsidado. No entanto, o seu papel biol6gico ainda n6o 6 conhecido. Esta
mol6cula de 2078 nts 6 co-terminal do RNA 3, nio sendo no entanto considerada sub-




Dentro deste g6nero, foram identificados tr6s esp6cies de virus dos quais o OLV-1
e OMMV foram caraclerizados molecularmente (Gallitelli e Savino, 1985; Grieco et al.,
1996b; Cardoso et a|.,2005) enquanto que TNV/. s. foi apenas identificado por meio de
testes serol6gicos (F6lix e Clara, 2002), estando a sua caracterizagSo em curso. Os
necrovirus apresentam particulas isom6tricas, com cerca de 30 nm de di6metro,
contendo uma mol6cula de RNA de cadeia simples e sentido positivo (van Regenmortel
et a|.,2000).
4.4.1. Olive latent virus 1
Este virus, ndo 6 serologicamente relacionado com pelo menos 26 diferentes virus
isom6tricos de plantas, incluindo 17 nepovirus. A transmissSo mecdnica foi feita a partir
de flores de oliveira e induz apenas necroses locais nos hospedeiros Celosia cristata L.,
C. amaranticolor, C. quinoa, C. sativus, C. pepo, G. globosa, Momordica balsamica, N.
clevelandii, N. glutinosa, N. megalosiphon, N. tabacum cvs. Samsun, Xanthi e White
Burley, P. aureus, P. vulgaris e V. unguiculata. Este virus provoca les6es locais e
sist6micas em plantas de N. benthamiana, sendo esta a esp6cie mais utilizada para a sua
propagagSo. As particulas virais tdm um coeficiente de sedimentagSo de 111 S e um
contefdo em 6cido nucleico de cerca de 17o/o (Gallitelli e Savino, 1985).
Apesar do OLV-1 ter sido detectado e estudado pela primeira vez em oliveira
(Gallitelli e Savino, 1985; Castellano et al., 1987), o primeiro genoma do virus a ser
sequenciado, foi o de um isolado de citrino (Grieco et a1.,1996b). O genoma completo
deste isolado tem 3699 nts, em que estSo codificadas cinco ORFs (Figura 3). A ORF 1
comega no primeiro codSo AUG na posigSo 61 e termina no codSo stop UAG na posigSo
666. Esta sequdncia codifica um polip6ptido com 201 aa e com uma massa molecular
estimada de 22712 Da (p23). A ORF 2 resulta da leitura contlnua ('read through') do
codSo stop 'amber' da ORF 1, que termina com o codSo stop UGA na posigSo 2232,
originando assim um polip6ptido com 724 aa e correspondente massa molecular
estimada de 82037 Da (p82). A seguir a ORF 2 aparecem duas ORFs pequenas, a ORF
3 e a ORF 4. A ORF 3 situa-se entre os nucle6tidos 2216 e 2437 e codifica um
polipeptideo com 74 aa e uma massa molecular estimada de 8383 Da (p8). A ORF 4 est6
entre os nucleotidos 2443 e 2613 e codifica um polip6ptido constituido por 56 aa com
uma massa molecular estimada de 6264 Da (p6). A ORF 5 comega no nucle6tido 2635 e
termina no codSo stop 'ochre' (UAA) na posigSo 3447, codificando um polip6ptido com
270 aa e tem uma massa molecular estimada de 29918 Da (p30). A NCR 5' tem 60 nts e
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um teor de A+U de 58,4o/o (A 35%, C 20o/o, G 21,6o/0, U 23,4o/o). As regi6es inter-
cistr6nicas ('intercistronic regions'/ ICR) do genoma do OLV-1 sdo muito pequenas, a
segunda e a terceira ORF sobrep6em-se em 17 nts, a ORF 3 e ORF 4 estSo separadas





Figura 3. OrganizagSo do genoma do isolado de citrino de OLV-1. As caixas representam as
ORFs, que codificam as proteinas p23, p82, pB, p6 e p30. Rt - 'read through', RdRp - RNA
polimerase dependente de RNA, CP - c5pside proteica.
A protefna p82 6 provavelmente uma RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp), pois possui o motivo altamente conservado constituido por uma sequ6ncia de
tr6s aminoScidos GDD (uma glicina e dois 6cidos asp6rticos) e outras sequ6ncias tipicas
das polimerases (Grieco et al., 1996b). As protefnas p23 e p82 sdo expressas
directamente pelo RNA gen6mico e ambos os polip6ptidos sdo necess6rios para a
replicagSo viral. Os polipeptidos p8 e p6 s6o expressos por um RNA subgen6mico (sgl)
bicistr6nico com 1519 nts e estSo envolvidos no movimento do virus de c6lula para
c6lula. A proteina p30 corresponde d c5pside proteica e 6 expressa por um RNA
subgen6mico (sg2) com 1237 nts, estando tamb6m relacionada com o movimento a
longa dist6ncia das particulas virais (Pantaleo et a|.,1999).
4.4.2. Tobacco necrosis virus
O TNV /. s. foi identificado de entre v5rios isolados mecanicamente transmisslveis
de oliveira com base em testes serol6gicos aplicados a preparag6es de vlrus purificado,
usando um antisoro de largo espectro (TNV 'broad range' da Loewe Phytodiagnostic,
Alemanha) (Felix e Clara, 2002). Este antisoro comercial consiste numa mistura artificial
de antisoros contra cada um dos seguintes antig6nios: TNV-A (Kassanis), PV 180; TNV-A
type (tomato); TNV (apple); TNV (bell pepper), PV 197; TNV (cherry); TNV Grogan, PV
198; TNV-D (Kassanis), PV 192; TNV-D (soil, Germany), PV 219; TNV-E (Aschersleben);
TNV (Paul), PV 218 e TNV (tulip), PV 44.
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4.4.3. Olive mild mosaic virus
O OMMV 6 um novo necrovirus, caracterizado por Cardoso ef a/. (2005).
lnicialmente foi identificado como TNV /. s. por reac96es serol6gicas (Louro, 2004) e
como TNV-D pela sequenciagSo do gene da c6pside proteica viral (Cardoso ef a/., 2004).
No entanto, ap6s a sequenciagSo do restante genoma, revelou-se diferente do TNV,
tendo sido proposto como uma esp6cie diferente das j5 conhecidas (Cardoso et al.,
2005). Este virus tem uma gama de hospedeiros muito semelhante d do OLV-1.
O OMMV tem um RNA gen6mico com 3683 nts, e 5 ORFs (Figura 4). A ORF 1
tem inicio no codSo AUG na posigSo 60, termina no codSo stop UAG na posigSo 666 e
codifica um polip6ptido com 202aa e uma massa molecular de22853 Da (p23). A ORF 2
resulta da leitura contlnua do cod6o stop da ORF 1 at6 ao codSo stop UGA seguinte, na
posigSo 2232 codificando um polip6ptido com massa molecular de 82187 Da (p82). Na
zona central do genoma encontram-se as ORF 3 e ORF 4. A primeira sobrep6e-se d ORF
2 em 17 nts e situa-se entre os nucle6tidos 2218 e 2439, codificando um polip6ptido com
73 aa e massa molecular de 7940 Da (p8). A segunda estd entre os nucle6tidos 2443 e
2613, com capacidade para codificar um polipetideo com 56 aa e massa molecular de
6268 Da (p6) (Cardoso ef a/., 2005). A ORF 5, situada entre os nucle6tidos 2636 e 3443,
pr6ximo da extremidade 3' do RNA viral, codifica um polip6ptido com 269 aa e massa




Figura 4. OrganizagSo do genoma do OMMV. As caixas representam as ORFs, que codificam as
protelnas p23, p82, p8, p6 e p30. Rt - 'read through', RdRp - RNA polimerase dependente de RNA,
CP - cdpside proteica.
A proteina p82 corresponde a uma RdRp e tem uma identidade da sequdncia de
91,2o/o com o OLV-1 , de 90,7o/o com o TNV-A e de 34,5o/o cotrr o TNV-DH. As duas
protefnas, p8 e p6, est6o provavelmente envolvidas na fungSo do movimento de c6lula
para c6lula pois t6m uma elevada identidade com as do OLV-1 e com as do TNV-A
(Cardoso et al., 2005). A p29 correspondente d cdpside proteica, tem uma elevada
identidade com a de TNV-DH (86,20/o) (Cardoso et al., 2OO4). Devido a estas






Necrovirus, com caracterlsticas semelhantes a OLV-1 (ou a TNV-A) na zona
correspondente d RdRp, e caracteristicas semelhantes a TNV-D na zona da c6pside
proteica. Estas propriedades sugerem uma origem recombinante do genoma de OMMV
(Cardoso et a\.,2005).
4.5. G6nero Potexvirus
4.5.1. Olive vein yellowing-associated virus
O OWaV 6 um prov5vel potexvirus, com particulas filamentosas com ca. 520 x 12
nm. O p6ptido que constitui a c6pside proteica tem a massa molecular de 29,5 kDa. O
OWaV 6 serologicamente relacionado com Papaya mosaic virus, Potato virus X e
Babaco yellow mosaic virus, mas difere destes, por ter uma gama de hospedeiros muito
limitada, provocando cloroses das nervuras em C. quinoa e permanecendo latente em N.
clevelandii (Faggioli e Barba, 1 995).
4.6. G6nero Tobamovirus
4.6.1. Tobacco mosaic virus
O isolado TMV de oliveira (TMV-OVB) reage positivamente com os antisoros para
TMV e Tomato mosaic ylrus, embora a reacgSo seja mais intensa com TMV. A
transmissSo para hospedeiros herb5ceos quando se utilizaram extractos de folhas
sintom5ticas e de tecidos corticais foi muito baixa, apenas produzindo ocasionalmente
mosqueado e mosaico sist6mico em N. tabacum cv. Turkish, ou necroses locais em N.
glutinosa e N. tabacum cv. Xanthi-nc. Pelo contrdrio, ao inocular um extracto
parcialmente purificado de folhas de oliveira sintom6ticas, obtiveram-se sintomas virais
evidentes: les6es necr6ticas locais em N. tabacum cv. Xanthi-nc, N. glutinosa e P.
vulgaris cv. Pinto, mosqueado e mosaico sist6mico em N. tabacum cvs. Samsun, Turkish
e White Burley, em Lycopersicon esculentum Mill. cv. Marmade, e em N. benthamiana, o
mosqueado sist6mico 6 seguido de atrofia severa e necrose dos novos rebentos. O TMV-
OVB 6 composto por particulas alongadas e r[gidas com 302 x 11 nm, tem uma c5pside
proteica constituida por p6ptidos com a massa molecular de 20 kDa e a an6lise das
dsRNA isoladas de tecidos infectados, mostrou um rinico tipo de mol6culas com massa
molecular de 4,3 x 106 Da (Triolo et a\.,1996).
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4.7. Virus n6o inclu[dos em g6neros conhecidos
Existem trds vlrus isolados de oliveira que ainda n6o foram taxonomicamente
classificados pelo facto da sua caracterizagio estar incompleta, que sio: OYMDaV,
OSLV e OLYaV.
4.7.1. Olive yellow motling and decline associated virus
A morfologia deste virus sugere que ele possa ser uma esp6cie pertencente ao
g6nero Trichovirus ou Capillotzirus (Savino ef a/., 1996). No entanto, os testes com
antisoros especlficos para virus destes g6neros, deram resultados negativos (Mohamed,
1996). Este vlrus tem uma gama de hospedeiros com sintomatologia diversa, provoca;
les6es necr6ticas locais em G. globosa, les6es sist6micas em N. clevelandii, N.
occidentalis, e N. tabacum cvs. Samsun, White Burley e Xanthi e infecqSo sist6mica
latente em V. unguiculata e N. benthamiana. O OYMDaV apresenta particulas
filamentosas com 650 x 12 nm e os p6ptidos da cdpside t6m uma massa molecular de 27
kDa. O genoma 6 constituido por tr6s mol6culas de RNA, com cerca de 6000 nts, 2400
nts e 1800 nts, respectivamente (Mohamed, 1996).
4.7.2. Olive semi-latent virus
OSLV 6 constitufdo por partlculas isom6tricas com 28 nm de didmetro. As dsRNA
extrafdas de plantas de tabaco infectadas com este vlrus t6m tamanhos compreendidos
entre os 0,7 x 106 Da e 4,8 x 106 Da e o padrSo observado nio se mostrou semelhante a
nenhum outro padrSo de dsRNA extraidas de tecidos de plantas infectadas com virus da
oliveira. Este virus n6o 6 serologicamente relacionado com nenhum outro com tamanho
similar e a N. benthamiana 6 o tinico hospedeiro experimental (Materazzit et a/., 1996).
4.7.3. Olive leaf yellowing-associated virus
OLYaV surgiu como sendo um novo vlrus de oliveira ap6s terem sido analisadas
por dsRNA Srvores com folhas clor6ticas. As dsRNA obtidas apresentavam vdrias
mol6culas, tendo a mais pesada cerca de 15 kbp, um tamanho muito semelhante ao
encontrado em plantas infectadas por closterovirus (Sabanadzovic et al., 1999). Os
mesmos autores, usando estas preparagOes de dsRNA como molde e 'primers'
degenerados correspondentes ao gene da HSP70, em reacg6es de RT-PCR, obtiveram
um produto com cerca de 611 nts. Depois de analisada, esta sequ6ncia mostrou uma
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similaridade de cerca de 30%, com as HSP70 de vdrios closterovirus e crinivirus. A
observagSo ao microsc6pio electr6nico de preparagOes obtidas a partir da maceragSo de
peciolos provenientes de 6rvores infectadas, revelou particulas filamentosas com cerca
de 2000 nm de comprimento semelhantes ds particulas virais dos closterovirus (Saponari,
2OO1; El Beaino et a|.,2005).
Deste virus, apenas foram sequenciados at6 ao momento 5459 nts do seu
genoma. Nesta sequ6ncia nucleotidica incluem-se a sequ6ncia completa dos genes da
polimerase e da HSP70 e uma parte do gene da HSP90. Os estudos realizados sobre
este v[rus tornam evidente que este 6 um membro da familia Closteroviridae. No entanto,
ele mant6m-se como uma esp6cie ndo incluida em nenhum g6nero, apesar da recente
anSlise filogen6tica dos genes sequenciados confirmar que ele estd posicionado entre os
g6neros Closterovirus e Crinivirus (El Beaino et a|.,2005).
A variabilidade gen6tica da sequ€ncia do gene da HSP70 de isolados de OLYaV
obtidos no Libano e em lt6lia foi verificada pela an6lise do polimorfismo da conformagSo
da cadeia simples de 6cido nucleico ('single strand conformation polymorphism' - SSCP)
(Fadel et a\.,2005). Estes autores verificaram uma elevada variabilidade, uma vez que a
comparagSo dos perfis electrofor6ticos relativos aos 19 isolados em estudo revelou 9
padr6es diferentes. Este facto veio sugerir a natureza de guaslspecles deste vfrus.
5. M6todos de diagn6stico viral aplicados i oliveira
O diagn6stico viral tem-se revelado de extrema importdncia para v6rios fins,
nomeadamente em programas de selecgSo clonal e sanitdria da oliveira de modo a
seleccionar e produzir plantas isentas de virus. Tamb6m nos 0ltimos anos, com a
aplicagSo da Directiva da UniSo Europeia CAC, que determina que o material vegetal de
oliveira deve estar isento de um conjunto de organismos prejudiciais onde se incluem
"...todos os vlrus e similares", o diagn6stico viral se tem tornado obrigat6rio,
principalmente quando o material vegetal se destina a ser comercializado
internacionalmente.
5.1. Testes biol6gicos
O fnico teste biol6gico utilizado para avaliar material vegetal de oliveira, 6 o de
inoculagSo mecAnica em hospedeiros herbdceos, uma vez que at6 ao momento n5o
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foram encontrados indicadores lenhosos que possam ser utilizados na detecgSo de vlrus
da oliveira (Martelli, 1999; Grieco et a\.,2000b). A inoculagSo mecdnica 6 utilizada para
recuperar isolados virais a partir de 5rvores de campo e como uma t6cnica complementar
no trabalho de selecgSo sanitSria de oliveiras (Grieco et a1.,2000a; F6lix ef al., 2002).
Os frutos, flores, folhas e rafzes jovens, bem como os ramos de oliveira sio uma
boa fonte de virus (Henriques, 1994; Grieco et a1.,2000b). As plantas herb6ceas mais
utilizadas como indicadoras, pela sua sensibilidade, sio C. amaranticolor, C. quinoa, C.
pepo, G. globosa, N. benthamiana, N. clevelandii, N. glutinosa, N. langsdorffii, N.
occidentalis, N. tabacum e V. unguiculata.
A inoculagSo mec6nica apresenta como vantagens ser um teste fdcil de realizar e
pouco dispendioso. No entanto, tem importantes desvantagens, como a morosidade e
baixa sensibilidade quando comparada com outros testes recentemente desenvolvidos, e
o facto dos tecidos de oliveira conterem inibidores que podem conduzir d obtengSo de
resultados inconsistentes (Clara et al., 1997).
5.2. Testes serol6gicos
O teste DAS-ELISA ('Double antibody sandwich - Enzyme linked immunosorbent
assay') (Clark e Adams, 1977) aplicado a frutos e folhas, e ocasionalmente a folhas
jovens e raizes, tem sido utilizado no diagn6stico de alguns vlrus (Henriques et al., 1992;
Rei ef a/., 1993; F6lix ef a\.,2001; F6lix e Clara, 2002; F6lix ef a1.,2002). Tamb6m Triolo
et al. (1996) aplicaram com sucesso a t6cnica DAS-ELISA para o diagn6stico de TMV em
extractos parcialmente concentrados de folhas de oliveira.
Os testes ELISA apresentam uma razodvel sensibilidade, mas t6m algumas
limitag6es, quando utilizados no diagn6stico de vlrus da oliveira. De facto, a baixa
concentragSo e a irregular distribuigSo de vlrus no hospedeiro, bem como a presenga
neste fltimo de substdncias inibidoras e capazes de interferir com as reac96es antig6nio-
anticorpo, levam por vezes a resultados inconsistentes (Martelli, 1999).
5.3. Andlise das cadeias duplas de RNA
A t6cnica de isolamento e anSlise das dsRNA 6 baseada na propriedade de os
vlrus de RNA produzirem cadeias duplas de RNA durante a sua replicagSo nas c6lulas
hospedeiras. Pelo menos um tipo de mol6cula de dsRNA pode ser encontrado em c6lulas
infectadas, consistindo em duas cadeias inteiras, uma idOntica ao genoma viral e outra
complementar desta. Estas duas cadeias constituem a forma replicativa (RF) viral, com
massa molecular dupla da do genoma viral. As c6lulas infectadas podem acumular mais
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do que um tipo de mol6culas de dsRNA. Tal depende do genoma do vlrus ser ou n6o
multipartido ou de um genoma monopartido originar RNAs subgenomicos. Em ambos os
casos, s5o produzidos na c6lula hospedeira dsRNAs espec[ficas para cada RNA
gen6mico ou RNA subgen6mico (Dodds et al., 1984; Valverde ef a/., 1990).
A andlise das dsRNA por electroforese em gel 6 uma t6cnica vers6til, pois permite
detectar e tamb6m caracterizar agentes virais que ndo possam ser estudados por outros
meios, como por exemplo os vlrus n5o transmissiveis mecanicamente. A t6cnica
experimental descrita por Morris e Dodds (1979), foi adaptada com sucesso paru a
extracgso de dsRNA de tecidos de oliveira por Rei (1995), Grieco et al. (2000a) e
Saponari et al. (2001). O isolamento e a an6lise das fraca6es das dsRNA 6 uma t6cnica
sensfvel, que n5o 6 afectada pelos componentes normalmente presentes nos tecidos da
oliveira, como compostos fen6licos (De Nino et al., 1997) e 6leos. Esta 6 uma clara
vantagem deste m6todo quando comparado com outros como a inoculagSo mecdnica e
os testes serol6gicos.
A extracgSo das dsRNA pode ser feita a partir de ramos de dois anos ou frutos,
colhidos preferencialmente na Primavera ou no Outono (Grieco et a1.,2000a; Varanda,
2005). Esta t6cnica tem sido utilizada em lt6lia, Portugal e Jorddnia, com diversos
objectivos: i) avaliar o estado sanit6rio de diversas cultivares de oliveira, com vista a
seleccionar clones isentos de vfrus (Martelli et al., 1995; Saponari et al., 2002a) e ii)
estudar 5rvores de campo que n5o apresentem um aspecto normal (Martelli et a1.,1995;
Rei, 1995; Savino et al., 1996; Sabanadzovic ef a/., 1999). O tamanho e o padrSo das
dsRNA observadas em gel ap6s electroforese d6o uma valiosa indicaqSo acerca da
eventual natureza viral de uma determinada doenga (Martelli, 1999). No entanto, a
interpretagSo dos perfis das dsRNA pode apresentar algumas dificuldades, pelas vdrias
dsRNA de RNAs subgen6micos que podem estar presentes nos tecidos, ou quando as
infec96es sdo devidas a mais do que um virus. Tais dificuldades tamb6m se verificam
quando as amostras de plantas estSo contaminadas com artr6podes (Gunasinhe e
German, 1988) ou com fungos (Tooley et a1.,1989; Nuss, 1990), que estejam infectados
pelos seus pr6prios vlrus de RNA. Os perfis das dsRNA obtidos de amostras de oliveira
podem ser complexos, variados e diflceis de correlacionar com uma infecgSo viral em
particular, dando um conhecimento insuficiente sobre a esp6cie de vlrus presente na
oliveira infectada. Mas a sua presenga pode ser indicativa de infecgSo por novas
esp6cies de vlrus ainda n6o identificados (Martelli et al., 1995; Savino et al., 1996;
Sabanadzovic ef a/., 1999).
A aplicagSo da t6cnica de andlise das dsRNA, tem mostrado elevadas taxas de
infecqSo das oliveiras analisadas, como por exemplo de 63% na Palestina, T60/o em ltdlia,
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80% em Marrocos e 100% na Tun[sia. Estes resultados foram obtidos testando diferentes
n0meros de 6rvores provenientes de vdrios pafses (Saponari et a1.,2002a).
5.4. Testes de RT-PCR
A amplificagdo in vitro por PCR de porg6es de DNA, tornou-se uma t6cnica
fundamental no diagn6stico de virus de plantas (Hull, 2002). Como a maioria dos virus de
plantas e todos os virus de oliveira conhecidos at6 ao momento t6m genoma do tipo
RNA, torna-se necess6rio proceder d transcrigSo reversa (RT) desse RNA por acgSo de
uma enzima transcriptase, de modo a convertG-lo em DNA complementar (cDNA). Uma
dada regiSo deste cDNA pode entSo ser amplificado por uma reacgSo de PCR, com a
utilizagSo de uma polimerase de DNA e de 'primers' especificos, complementares de
certos locais do genoma. O produto de amplificagSo 6 depois observado em gel ap6s
electroforese ou por hibridagSo.
O material vegetal de oliveira cont6m elevadas quantidades de 6leo,
polissac6ridos, fen6is e outras subst6ncias consideradas inibidoras das reac96es de RT-
PCR (De Nino ef al., 1997; Wilson, 1997). Por esta raz6o, Grieco et al. (2000a e 2000b)
testaram v6rios substratos a utilizar nas reacA6es de RT-PCR: extractos de tecidos de
oliveira, 6cidos nucleicos totais (TNA) extraidos dos tecidos vegetais com o recurso a
'kits' comerciais ou pelo m6todo descrito por Foissac et al. (2001), ou frac96es de dsRNA
desnaturadas antes da reacASo de RT. Estes autores verificaram que apenas os virus
OLV-1 e OLYaV eram detect6veis directamente a partir de extractos de tecidos de
oliveira macerados.
At6 ao momento foram utilizados v6rios formatos de testes baseados em RT-PCR
no diagn6stico de virus da oliveira: RT-PCR monoespecifico e RT-PCR multiplex,
consoante se detecta apenas um virus ou v5rios em simultdneo; as reac96es de RT e de
PCR em separado (RT-PCR convencional) ou no mesmo tubo (RT-PCR'single-step') e
tamb6m o'nested' PCR, quando o produto de amplificagSo obtido numa primeira reacgso
de PCR 6 amplificado numa segunda reacgSo de PCR, com recurso a um segundo par
de'primers' internos d primeira sequ6ncia amplificada.
Estes testes s6 sio possiveis de realizar para os virus dos quais se conhece a
sequ6ncia dos respectivos genomas, permitindo que se desenhem'primers'especlficos a
usar nas reac96es de RT-PCR (Anexos l, ll e ll!).
Testes de RT-PCR monoespeclficos foram j6 utilizados para o diagn6stico dos
vlrus ArMV, CLRV, SLRSV, OLRSV, OLYaV, CMV, OLV-1 , OLV-2, TNV-D e / ou OMMV
(Grieco et a1.,2000a e 2000b; Cardoso et al., 2004; Varanda, 2005). De salientar que os
'primers' que t6m sido utilizados para diagnosticar TNV-D (Anexo l) por RT-PCR
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detectam tamb6m o OMMV, uma vez que permitem amplificar uma sequ6ncia localizada
no gene da cdpside proteica, o qual tem elevada similaridade nos dois virus (Cardoso ef
al., 2004 e 2005). Estes testes monoespeclficos mostram uma elevada sensibilidade,
detectando quantidades de virus tio baixas como 100 fg de SLRSV, ArMV, OLRSV e
CLRV, e cerca de 10 fg de OLV-1, OLV-2, CMV e OLYaV (Grieco et a1.,2000b).
O RT-PCR'single-step'foi optimizado e adoptado por Faggioli et al. (2002 e 2005)
para a detecgSo de ArMV, CLRV, CMV, OLYaV, OLRSV, OLV-1 , OLV-2 e SLRSV. Neste
caso, foi desenhado um par de 'primers' especlfico diferente do referido anteriormente
(Anexo l), para o diagn6stico de SLRSV e que foi utilizado em larga escala para analisar
folhas deformadas de oliveiras, numa tentativa de correlacionar esta sintomatologia com
a presenga do vlrus. No entanto, apenas 15% das amostras de folhas revelaram a
presenga de SLRSV (Faggioli et a|.,2002).
A t6cnica RT-'nested'-PCR (RT-n-PCR) veio incrementar a sensibilidade dos
testes de RT-PCR, atenuando o efeito negativo de alguns factores como por exemplo a
irregular distribuigSo e concentragSo dos virus na oliveira. Esta t6cnica permitiu a
detecgio de virus em amostras que se tinham revelado negativas por RT-PCR (Pantaleo
et al., 2001). Os testes Rt-n-PCR t6m sido utilizados com sucesso na detecaSo de OLV-1,
OIV-2, OLRSV, ArMV, SLRSV e CLRV, a partir de preparag6es de TNA extraldos de
tecidos de oliveira naturalmente infectados. No entanto, este m6todo n5o apresentou
bons resultados quando se utilizaram extractos vegetais macerados (Pantaleo et al.,
2001). Apesar dos bons resultados obtidos com RT-n-PCR, este teste apresenta
elevadas possibilidades de contaminagSo, podendo levar a ocorrOncia de falsos
resultados (Bertolini et a\.,2003). Para o evitar, estes autores desenvolveram a t6cnica
descrita por Olmos et al. (1999), que consiste na utilizagSo de um microtubo com uma
ponta pl5stica no seu interior. Nesse tubo sio colocados os reagentes e a amostra a
sujeitar a RT-PCR, e dentro da ponta sdo colocados os reagentes paru a segunda
reacgso de amplificagSo. Ap6s a primeira reacgSo de RT-PCR, faz-se uma baixa
centrifugagSo de modo a libertar os reagentes que estSo dentro da ponta pl6stica e
procede-se d segunda reacgso de RT-PCR. Esta t6cnica foi utilizada com sucesso no
diagn6stico dos v[rus CMV, SLRSV, CLRV e ARMV, por Bertolini et al. (2003).
Os testes de RT-PCR monespecificos anteriormente descritos apresentam um
elevado consumo de tempo e de reagentes, especialmente quando utilizados em
programas de rotina para a certificagSo sanitSria de material vegetal relativamente a
v6rios virus (Bertolini ef al., 2001 e 2003). Para tentar minorar estes inconvenientes,
Bertolini et al. (2001) desenvolveram um teste de RT-PCR'single-step multiplex' para o
diagn6stico simultAneo de seis virus (CMV, CLRV, SRLSV, ArMV, OLV-1 e OLV-2).
Desenharam 'primers'especificos (Anexo lll) de modo a serem compat[veis entre si, isto
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6, que n5o hibridassem uns com os outros e n6o competissem pelos mesmos locais nos
genomas dos virus. Os produtos amplificados sdo detectados por sondas especificas e
revelados colorimetricamente. Posteriormente, Bertolini ef al. (2003) desenvolveram um
RT-n-PCR 'single-step multiplex', para o diagn6stico de CMV, CLRV, SLRSV e ARMV e
da bact6ria Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, em material vegetal de oliveira.
Este teste mostrou ser 100 vezes mais sensivel que o RT-PCR'single-step multiplex', o
que reforga as afirmag6es de Pantaleo et al. (2001) sobre a importAncia destes testes no
diagn6stico de virus da oliveira.
E importante notar que, a aplicagSo prStica e repetida deste teste veio de novo
demonstrar que uma 6rvore infectada com determinado v[rus n6o apresenta sempre o
mesmo resultado em todas as amostras colhidas ao redor da copa (Bertolini et a1.,2003).
5.5. HibridaqSo'dot blot'
Esta t6cnica baseia-se na hibridagSo do Scido nucleico viral, imobilizado numa
matriz s6lida, com uma sonda de 5cido nucleico complementar marcada
radioactivamente ou com marcagSo n6o radioactiva (Hull, 2002).
A hibridagSo molecular com a utilizagSo de sondas especificas n6o radioactivas
marcadas com digoxigenina foi introduzida em lt6lia, nos programas de certificagSo de
material vegetal de oliveira (Grieco et al., 2000b) e foram utilizadas em testes de
hibridagio 'dot blot' para detectar os vfrus ArMV, CLRV, SLRSV, OLRSV, OLYaV, CMV,
OLV-1 e OLV-2 em substratos de tecidos corticais de ramos de 2 anos, TNA da planta e
frac96es das dsRNA. Os resultados mais consistentes e reprodutiveis foram obtidos pelo
uso de frac96es das dsRNA. Esta t6cnica de diagn6stico mostra uma elevada
sensibilidade, sendo posslvel detectar 1 pg de RNA viral (Grieco et a|.,2000a e 2000b).
Tamb6m em Espanha, Bertolini et al. (2001) desenvolveram uma variante da
t6cnica para detectar ArMV, CLRV, SLRSV, CMV, OLV-1 e OLV-2. Basicamente, os
autores utilizaram produtos de amplificagSo obtidos por RT-PCR, os quais foram fixados
em membranas e desnaturados, ao que se seguiu uma reacgSo de hibridagSo interna
com sondas especificas marcadas com digoxigenina e complementares aos produtos de
amplificagSo (Anexo lll). As mol6culas que hibridaram foram reveladas com anticorpos
anti-digoxigenina conjugados com fosfatase alcalina seguida de incubagSo com o
substracto para esta enzima. Segundo os autores, esta t6cnica mostrou-se cerca de 10
vezes mais sensfvel do que a visualizagSo dos produtos obtidos por RT-PCR em gel,
ap6s a electroforese. Para al6m disto, permite evitar o contacto com o brometo de etidio
e possibilita a clara discriminagSo de cada um dos produtos de amplificaqSo obtidos,
facilitando bastante a interpretagSo dos resultados.
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6. Meios de luta
Apesar de ndo se conhecer a verdadeira extensSo dos problemas causados pelos
vlrus em oliveira, estes n6o podem ser negligenciados (Martelli, 1999). As infec96es virais
est6o largamente disseminadas pelas Srvores de campo que na maioria dos casos nio
apresentam sintomas e assim podem originar material vegetal para propagagSo infectado
com virus (Grieco et a\.,2000b). Tal material n6o 6 aceit6vel para comercializagSo tendo
em conta as exig6ncias dos mercados internacionais, que pretendem material vegetal
com certificagSo sanit6ria, e tamb6m as normas europeias CAC no que se refere d
comercializagSo de material vegetal propagativo (Grieco et a\.,2000b; Alkowni, 2000).
Para a oliveira ndo existem refer6ncias sobre a utilizagSo de m6todos de
eliminagSo de vlrus, nomeadamente, cultura de meristemas, termoterapia, ou micro-
enxertia, como existem para outras culturas lenhosas (Martelli, 1999). Contudo, algumas
cultivares de oliveira podem actualmente ser propagadas in vitro e regeneradas por
organog6nese e embriog6nese som6tica (Rugini, 1997), podendo estas t6cnicas
constituir eventualmente vias de eliminagSo de vlrus de uma determinada cultivar.
A importdncia dos vectores na transmissSo de vfrus da oliveira ainda nio est6
provada, n5o podendo no entanto ser posta de parte. As infecg6es que possam ocorrer
nas estufas e viveiros de multiplicagSo, bem como a utilizagSo de material propagativo
infectado, podem representar o meio mais importante de disseminagSo dos vlrus da
oliveira (Martelli, 1 999).
O meio mais eficaz para o controlo dos vfrus da oliveira 6 a implementagSo de
medidas preventivas, cujo pilar fundamental 6 a selecgso sanit5ria (Martelli, 1999). No
entanto, a selecgso feita com base na observagSo visual 6 insuficiente, devido ao facto
de as infec96es virais serem frequentemente latentes. A observagSo de campo deve ser
sempre acompanhada de testes de laborat6rio, de modo a possibilitar a selecgSo de
material vegetal de oliveira isento de virus (Henriques, 1994). A detecgSo das dsRNA
tem-se mostrado um m6todo importante para diagnosticar vlrus eventualmente
desconhecidos, nio detectados pelos m6todos mais tradicionais (Martelli, 1999). No
entanto, o diagn6stico molecular especifico 6 que apresenta maiores garantias de
sucesso na avaliagSo do estado sanitdrio do material vegetal de oliveira (Bertolini et al.,
1ee8).
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lll. Materiais e M6todos
1. Origem dos isolados virais
Os isolados virais utilizados neste trabalho foram obtidos por inoculagSo de
extractos de azeitonas de 5 cultivares nacionais de oliveira, Cordovil de Serpa, Galega
vulgar, Verdeal Alentejana, Negrinha de Freixo e Santulhana (Quadro !ll). Estes isolados
foram mantidos em plantas de N. benthamiana, numa sala com a temperatura controlada
(22-25oC) e com um regime de luz de 14 h. Neste trabalho foi tamb6m utilizado um
isolado de Olive latent virus 1 (OLV-1i) obtido de oliveiras em lt6lia, cedido pelo Prof. G.P.
Martelli da Universidade de Bari (lt6lia).
Quadro lll. lsolados virais utilizados neste trabalho
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Para a realizagdo dos diferentes testes executados ao longo deste trabalho foram
utilizadas plantas herb6ceas indicadoras, pertencentes a v5rias famllias botAnicas
(Quadro lV), bem como ramos e frutos de oliveira.
Quadro lV. Plantas herbSceas indicadoras utilizadas
Familia bot6nica Esp6cies
Amaranthaceae Gomphrena globosa L.
Chenopodiaceae
Chenopodium amaranticolor Coste e Reyn
Chenopodium murale L.
Chenopodium quinoa W illd
Cucurbitaceae Cucumis safivus L.
Leguminoseae Vigna unguiculafa (1.) Walp.
Solanaceae
Nicotiana benthamiana Domin
Nicotiana occidentalis H.-M. Wheeler
Nicotiana rustica L.
Nicotiana tabacum L. cv. White burley
3. lnoculagSo mecinica
Para determinar quais os hospedeiros herb6ceos mais susceptiveis ao isolado
viral GM6, que foi seleccionado para ser caracterizado, e que planta iria ser utilizada
como especie de manutengSo, realizaram-se testes de inoculagSo mec6nica em plantas
das esp6cies presentes no Quadro lV.
Folhas de plantas de N. benthamiana previamente inoculadas com o isolado viral
e que apresentavam necroses locais, foram esmagadas na presenga de tampSo 0,05 M
fosfato de s6dio, pH 6,0, e do abrasivo carborundo. O extracto resultante foi inoculado
mecanicamente nas folhas de plantas indicadoras. Estas foram mantidas durante 3
semanas numa sala com as condig6es referidas no ponto 1. e as sintomatologias foram
sendo regularmente registadas. As folhas que ndo apresentaram sintomas sist6micos
foram inoculadas em plantas de N. benthamiana, seguindo o procedimento acima
descrito, para determinar se existiriam infec96es latentes.
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4. Purificagio viral
A purificagSo do isolado viral GMG foifeita seguindo dois protocolos diferentes, de
modo a determinar o mais eficaz em termos de quantidade de virus obtido.
Ambos os protocolos tiveram uma primeira parte comum. Utilizaram-se 100 g de
tecidos congelados de plantas de N. benthamiana, previamente inoculadas com o isolado
GM6, e que apresentavam um elevado n0mero de necroses locais. Estes tecidos foram
homogeneizados na presenga de tampSo 0,1 M fosfato de s6dio e 1o/o de ascorbato de
s6dio, pH 6,0, na proporgSo 1:3 (p/v). Este homogenado foi emulsionado com 10% de
uma mistura de butanol-clorof6rmio 1:1 (v/v) poragitagdo durante 30 min em banho de
gelo e depois clarificado por centrifugagSo a 10000 g durante 20 min a 4oC (Merciega ef
a/., 1996). O sobrenadante obtido foi dividido em duas partes iguais e cada uma delas foi
submetida a um procedimento experimental diferente, mas todas as fases decorreram a
40c.
Protocolo 1: Ao sobrenadante adicionou-se 10o/o de polietilenoglicol (PEG) e 1% de
cloreto de s6dio. A mistura foi agitada em banho de gelo, tendo posteriormente sido
colocada a 4oC durante a noite, de modo a permitir a ligag5o das partfculas virais ao
PEG. Esta suspensdo foi depois centrifugada a 12000 g durante 40 min, sendo o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso em 2 mL de tampSo 0,02 M fosfato
de s6dio, pH 6,0 e mantido a 4oC durante pelo menos 4 h. A suspensSo foi depois
centrifugada a 12000 g durante 30 min e o sobrenadante resultante foi ultracentrifugado a
186000 g durante 2 h. O precipitado foi ressuspenso em 300 pL de tampSo 0,02 M fosfato
de s6dio, pH 6,0 e conservado no frigorifico.
Protocolo 2: O sobrenadante foi ultracentrifugado a 186000 g durante 2h a 4oC e o
precipitado obtido foi ressuspenso em 1 mL de tampSo 0,02 M fosfato de s6dio, pH 6,0 e
mantido no m[nimo durante 4 h a 4oC. A ressuspensSo foi posteriormente centrifugada a
12000 g durante 20 min e o sobrenadante novamente ultracentrifugado a 186000 g
durante 2 h. O precipitado resultante foi ressuspenso em 300 pL de tampSo 0,02 M
fosfato de s6dio, pH 6,0 e deixado durante a noite no frigorifico.
A partir deste ponto os procedimentos de ambos os protocolos foram id6nticos. A
ressuspensSo final foi sujeita a uma centifugagSo a 13000 rpm (Micro centrifuga Sanyo
MSE) durante 5 min, seguindo-se uma ultracentrifugagSo a 150000 g durante 40 min em
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gradientes de densidade de sacarose (10o/o a 40o/o de sacarose em tampSo 0,02 M
fosfato de s6dio, pH 6,0). A banda de dispersdo de luz correspondente d zona de
sedimentagSo de vlrus foi visualizada sob um foco de iluminagdo e retirada lateralmente
por perfuragSo com uma agulha e seringa. Por fim, as partfculas virais foram
concentradas por ultracentrifugagSo a 186000 gdurante 4 h e ressuspensas em 300 prl
de tampSo 0,02 M fosfato de s6dio, pH 6,0.
A quantificagdo do vfrus foi feita num espectrofot6metro Life Science UVA/is
DU@530 (Beckman) tendo-se aplicado a relagSo referida por Babos e Kassanis (1963) em
que 1mg/ml de vfrus apresenta uma absorv6ncia entre 5,0 e 5,5 D.O., no comprimento
de onda de 260 nm.
Para a purificagSo de outros isolados virais utilizados neste trabalho, seguiu-se o
Protocolo 1.
5. Observagio das particulas virais
A observagSo da morfologia das partlculas do isolado GMO foi feita ao
microscopio electr6nico de transmissSo. Sobre uma grelha de microscopia electronica,
previamente coberta com uma membrana de formvar, colocou-se durante 1 a 2 min uma
gota de preparagSo de vlrus purificado, que depois se retirou por absorgSo com papel de
filtro. Seguidamente, a preparagSo foi contrastada durante 30 seg com uma gota de
solugSo aquosa de acetato de uranilo a 2o/o, que depois foi igualmente absorvida com
papel de filtro. A observagSo das partlculas foi feita num microscopio electr6nico JEOL
200 operando a 100 kV.
6. An6lise da proteina da c5pside vira!
A massa molecular da protefna da c6pside viral do isolado GMO foi determinada
por electroforese em gel descontinuo de poliacrilamida em presenga de SDS (t6cnica
SDS-PAGE), com o gel de concentraglo a 4% e o gel de separagdo a 12,5o/o, como
descrito por Laemmli (1970), com as modificag6es referidas em 6.1..
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6.1. PreparagSo do gelde poliacrilamida
Para a obtengSo de 10 mL de gel separador, procedeu-se do seguinte modo: num
copo colocaram-se 2,3 mL de 6gua desionizada, 4,2 mL de uma solugSo aquosa de
poliacrilamida a 30% (29o/o de acrilamida e 1o/o de N,N'-metilendiacrilamida), 2,5 mL de
1,5 M Tris, pH 8,8, 100 pL de SDS a 10%(plv),100 pL de persulfato de am6nio a 10%
(p/v) e 10 pL de N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamina (TEMED). Esta mistura foi ligeiramente
agitada para homogeneizaqSo dos seus componentes e colocada de imediato entre as
placas de vidro montadas num suporte. No topo deste gel, colocou-se uma camada de 1
mL de butanol saturado com 6gua, para permitir a formagSo de uma superficie horizontal
e plana. Ap6s polimerizaqlo removeu-se o butanol, lavou-se vdrias vezes a superficie do
gel separador com 6gua desionizada e secou-se com papel de filtro antes de colocar o
gel concentrador.
O gel concentrador foi preparado juntando num copo 6,0 mL de Sgua desionizada,
1,3 mL de uma solugSo de poliacrilamida a 3Oo/o, 2,5 mL de tampdo 0,5 M Tris, pH 6,8,
100 pL de SDS a 10o/o (p/v), 100 pL de persulfato de am6nio a 1oo/o (p/v) e 10 pL de
TEMED. Esta mistura foi ligeiramente agitada e colocada sobre o gel separador at6 ao
topo das placas de vidro. De seguida colocou-se o pente, para a formagSo dos pogos
onde seriam colocadas as amostras. Ap6s a polimerizagSo deste gel o pente foi retirado e
as placas de vidro colocadas no aparelho de electroforese vertical Mini-Proteant lBlO-
RAD) e o reservat6rio preenchido com o tampSo Tris-glicina (1x: 25 mM Tris base, 250
mM glicina,0,1o/o SDS, pH 8,3).
6.2. PreparaqSo das amostras
A amostra constitulda por 15 pL de preparagSo viral e o marcador de massa
molecular 'Sigmamarker Low range' (SIGMA) constitu[do por 5 pL de uma mistura de
protefnas (albumina de bovino, 66 kDa; albumina de ovo, 45 kDa; gliceraldeido-3-fosfato
deshidrogenase, 36 kDa; anidrase carb6nica, 29 kDa; tripsinog6nio, 24 kDa; inibidor de
tripsina, 2Q,1 kDa e cr-lactalbumina, 14,2 kDa) e 10 pL de 6gua desionizada, foram
colocados separadamente em microtubos em presenga de 5 pL de 4x tampSo da amostra
(1x: 0,125 M Tris base, pH 6,8, SYo2-mercaptoetanol,0,25o/o SDS, 10% glicerol, 0,25o/o
azul de bromofenol) e incubados em banho-maria a 100oC durante cerca de 3 min. Ap6s
este tratamento que permitiu a desnaturagSo dos p6ptidos e lhes conferiu carga negativa,
os microtubos foram colocadas em gelo at6 d colocagSo das amostras no gel.
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6.3. Electroforese e estimativa da massa molecular do p6ptido da c6pside viral
As amostras e os marcadores foram colocados nos respectivos pogos do gel. A
tina de electroforese foi ligada a uma fonte de alimentagSo modelo PS 3002 (GtacoBRL
Life Technologies) e a electroforese decorreu d voltagem constante de 120 V durante
cerca de t h.
Apos a electroforese, retirou-se o gel das placas de vidro e colocou-se numa tina
com solugSo corante (40% metanol, 0.025% azul de Coomassie R-225,7o/o 6cido ac6tico)
onde permaneceu durante cerca de 4 h. Para descorar, o gel foi mergulhado numa
solugSo descorante (5% metanol, 7o/o Scido ac6tico) a qual foi sendo sucessivamente
renovada at6 que o gel ficou praticamente transparente d excepgSo das bandas
correspondentes aos p6ptidos. Por fim, o gel foi analisado com o programa 'Kodak Digital
Science 1D'(versSo 2.0.3) (Eastman Kodak Company) de modo a estimar a massa
molecular dos p6ptidos virais.
7. Extrac96o e an6lise dos 6cidos nucleicos
O 6cido nucleico viral do isolado GMG foi extrafdo seguindo dois m6todos
diferentes: um, em que se tratou a preparagSo viral com fenol e SDS, e outro, utilizando o
'RNeasy Plant Mini Kit' (Qiagen).
7.1. ExtracgSo do 6cido nucleico viral por fenol e SDS
O m6todo descrito por Diener e Schneider (1968) foi utilizado com ligeiras
alterag6es. Assim, a 400 prl de preparagSo viral em tampSo TE (1x: 1 mM Tris, pH 7,5,0,1
mM EDTA, pH 8,0) foram adicionados 40 pL de uma solugSo de SDS a 1Oo/o mantendo-
se sob agitagSo durante 15 min d temperatura ambiente. A este volume (aa0 pL) juntou-
se igual volume de fenol/clorof6rmio 1:1 (v/v), agitou-se manualmente durante cerca de 1
min e depois em vortex mais 1 min. A mistura foi centrifugada a 7500 g durante 10 min a
4oC, ap6s o que se retirou a fase aquosa. Esta fase colocou-se num novo microtubo no
qual foi adicionado igual volume de fenol/clorof6rmio, tendo-se repetido o procedimento
acima referido. A fase aquosa final foi lavada duas vezes com 1 volume de clorof6rmio e
centrifugada a 7500 g durante 10 min a 4oC. Por fim, retirou-se a fase aquosa contendo o
dcido nucleico viral, o qual foi precipitado na presenga de 2,5 volumes de etanol absoluto
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frio e 1/10 de volume de 3 M acetato de s6dio, pH 5,5, durante a noite a -20oC. O
precipitado foi depois centrifugado a 12000 g durante 30 min a 4oC. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado com 500 pL de etanol a 70o/o. Ap6s nova
centrifugagdo a 12000 g durante 30 min a 4oC, o precipitado foi seco em v6cuo e
ressuspenso em 30 pL de 5gua previamente tratada com dietilpirocarbonato (DEPC).
7 .1.1. Tratamento com Ribonuclease A
A uma amostra de 15 pL de Scido nucleico viral extraldo como indicado em 7.1.,
adicionou-se 1 pg/ml de Ribonuclease A (Fermentas) durante 30 min a 37oC, para
avaliar a natureza deste 6cido n0cleico. Ap6s arrefecimento em gelo, a preparag6o foi
inoculada em plantas de N. benthamiana para determinar a sua infecciosidade.
7.2. ExtracgSo do Scido nucleico viral e do RNA total pela aplicagSo do 'RNeasy Plant
Mini Kit'
A extracgSo do RNA viral a partir de preparag6es virais purificadas, foi feita com a
utilizagSo das colunas do'RNeasy Plant mini kit'e seguiu-se o protocolo da Qiagen. Para
a obtengSo do RNA total de plantas infectadas, esmagaram-se 100 mg de material
vegetal em azoto liquido e seguiu-se o protocolo descrito pelo fabricante do kit. No final,
utilizaram-se 30 pL de Sgua isenta da enzima RNase para eluigSo do RNA viral e do RNA
total das c6lulas vegetais, respectivamente.
7.3. DeterminagSo da massa molecular do Scido nucleico viral
A descontaminagSo das tinas de electroforese para remover a eventual presenga
de RNases, foi feita com 3% de per6xido de hidrog6nio durante 10 min e posterior
lavagem com 5gua tratada com DEPC (Sambrook et a1.,1989).
Cinco pL de amostra de 6cido nucleico viral obtidos pelos m6todos acima
referidos, foram analisados num mini-gel de 1o/o de agarose preparado em tampSo TBE
0,5x (1x: 1M Tris-HCl, 0,83 M 6cido b6rico, 10 mM EDTA, pH 7,5) feito com 6gua tratada
com DEPC e como referdncia, utilizaram-se marcadores de RNA, 'RNA Ladder high
range'(Fermentas) e 'RNA Markers 0.28-6.58 kb'(Promega). A electroforese decorreu d
voltagem constante de 80 V, durante t h e 30 min. Para a visualizagSo das bandas
correspondentes aos 6cidos nucleicos, o gel foi corado por imersSo numa soluqSo de 0,5
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pg/ml de brometo de etidio (Sambrook et al., 1989) e depois observado num
transiluminador com l6mpadas UV SXT-20.M (Uvitec).
7.4. ExtracgSo e an5lise das cadeias duplas de RNA (dsRNA)
O isolamento e an6lise das dsRNA de material vegetal tiveram vSrios objectivos: i)
determinar a estrat6gia de replicagSo de isolados virais; ii) avaliar a sua aplicagSo para
diagn6stico de virus de RNA gen6mico; iii) utilizar em reac96es de RT-PCR (ponto 9.1.)
para o diagn6stico de necrovirus; e iv) utilizar para a sequenciagSo de uma parte do
genoma viral (ponto 12.5.1.).
7.4.1. Extrac96o da fracgSo das dsRNA
As dsRNA foram extraidas de plantas de N. benthamiana infectadas com o
isolado viral GM6, de ramos e frutos de oliveira das cultivares Galega vulgar (G1A, G2A e
GSA) e VerdealAlentejana V10A e depois fraccionados por cromatografia em colunas de
celulose, seguindo o protocolo de Morris e Dodds (1979), com as modificag6es que a
seguir se descrevem.
No caso de plantas herb6ceas utilizaram-se 10 g de tecido vegetal infectado e 20
g no caso do material de oliveira, que foram macerados em azoto liquido. O p6 resultante
da maceragSo foi homogeneizado em tampSo de extracgSo arrefecido a 4oC, constitu[do
por 30 mL STE 2x(1x:0,2 M NaCl,0,1 M Tris, 1 mM NazEDTA, pH 7,5), 17 mL de
solugSo SDS a 10o/o, 1mL de suspensSo de bentonite (40 mg de bentonite em 1 mL de
KH2PO4), 1 mL de 2-mercaptoetanol, 12 ml de fenol saturado com 5gua contendo 0,1%
de 8-hidroxiquinolina (o fenol foi previamente neutralizado com 0,1 mL de NH+OH por
cada 25 mL) e 12 mL de clorof6rmio. Agitou-se esta mistura durante 45 min d
temperatura ambiente e centrifugou-se a 10000 g durante 15 min. O sobrenadante foi
recolhido e ajustado a 17o/o de etanol absoluto, ao qual se juntou celulose CF 11
(Whatman), na proporgSo de 1 g por 10 g de tecido vegetal, e agitou-se lentamente
durante pelo menos t h d temperatura ambiente. Esta suspensSo foi depois transferida
para uma seringa de plSstico descart6vel, no fundo da qual se colocou uma rodela de
entretela para evitar o escoamento da celulose. A coluna de celulose foi lavada com 12
volumes de tampSo STE-17o/o de etanol, para permitir a eluigio do DNA e das cadeias
simples de RNA ('single stranded' RNA/ssRNA). Esta eluigSo foi feita d temperatura
ambiente, para evitar que algumas cadeias de ssRNA celulares pudessem ficar
adsorvidas d celulose (Dodds et a1.,1984). A coluna de celulose foi entSo lavada com 2
mL de tampSo STE para remoqio do etanol remanescente na celulose. A eluigSo da
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fracgSo contendo as dsRNA foi feita com 4 volumes de tampSo STE, e o eluido recolhido
foi precipitado como descrito em 7.1.. O precipitado foi recolhido por centrifugagSo a 8000
g durante 20 min e depois lavado com 500 pL de etanol a 70o/o. Fez-se uma nova
centrifugaglo a 13000 rpm (Micro centrifuga Sanyo MSE) durante 20 min e o precipitado
contendo dsRNA foi ressuspenso em 100 pL de 5gua miliQ.
7 .4.2. Tratamento enzim6tico
Com o objectivo de eliminar posslveis mol6culas contaminantes de DNA, de
ssRNA e de proteina, fez-se o tratamento da fracgSo das dsRNA com Desoxiribonuclease
I (DNase l), Ribonuclease A (RNase A) e Proteinase K, segundo o protocolo de Saldarelli
et al. (1994) modificado como a seguir se descreve.
A 98 pL das dsRNA juntou-se 1 pL de 1M cloreto de magn6sio e 60 pg/mL de
DNase ! (Fermentas) que se incubou durante 30 min a 37oC. Ap6s este tratamento
juntaram-se 15 pL de tampSo SSC 20x (1x: 0,15 M de cloreto de s6dio, 0,015 M de citrato
tris6dico, pH 7,0), 32 pL de 6gua miliQ e 0,5 pg/mL de RNase A (Fermentas), incubou-se
durante 30 min a 37oC e por fim juntou-se 100 pg/mL de Proteinase K (Fermentas) e
incubou-se novamente durante 30 min a37oC.
Ap6s o tratamento enzim6tico, as dsRNA foram extraidas da mistura pela adigSo
de 1 volume de fenol/clorof6rmio 1:1 (v/v) com agitagSo durante 1 min, seguida de vortex
durante mais 1 min e centrifugagSo a 7500 g durante 10 min a 4oC. Este procedimento foi
repetido 2 vezes e a precipitagSo das dsRNA foi feita como referido em 7.1.. O
precipitado foi recolhido por centrifugagdo a 12000 g durante 40 min e a 4oC, seco em
v5cuo e depois ressuspenso em 30 pL de Sgua miliQ.
7.4.3. Andlise das dsRNA
A fracgSo correspondente ds amostra das dsRNA (15pL) foi analisada por
electroforese em gel de agarose 0,8% preparado em tampSo TBE 0,5x. Para estimativa
da massa molecular, foi utilizado como marcador o 'DNA Ladder 1kb plus'(GtacoBRL). A
electroforese correu a 80 V durante t h e 45 min. Ap6s esse tempo o gel foi corado e
observado como referido em 7.3..
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8. AplicagSo do teste DAS-ELISA
Ap6s terem sido inoculadas com extractos de azeitonas de v6rias cultivares de
oliveira, algumas plantas de N. benthamiana apresentaram sintomas sugestivos da
presenga de vfrus, nomeadamente necroses locais e sist6micas e cloroses sist6micas.
Estas plantas foram testadas para a presenga de OLV-1 e de TNV (/. s.) atrav6s da
t6cnica serol6gica DAS-ELISA com antisoros policlonais. Os antisoros utilizados foram o
antisoro para o OLV-1, produzido no Laborat6rio de Virologia Vegetal da Universidade de
Evora, para o qual se utilizou o isolado viral G1A como antig6nio e que fora identificado
anteriormente como isolado de OLV-1 (F6lix, 1998), e o antisoro para o TNV ('Broad
range') da Loewe-Phytodiagnostica. Este antisoro reage positivamente para 11 antig6nios
que s5o os seguintes: TNV-A (Kassanis), PV 180; TNV-A type (tomato); TNV (apple);
TNV (bell pepper), PV 197; TNV (cherry); TNV Grogan, PV 198; TNV-D (Kassanis), PV
192; TNV-D (soil, Germany), PV 219; TNV-E (Aschersleben); TNV (Paul), PV 218 e TNV
(tulip), PV 44. Por este motivo, optou-se por designar os antig6nios virais detectados por
este antisoro como TNV (/. s.).
8.1. Amostras testadas
As amostras testadas foram plantas de N. benthamiana inoculadas com frutos
provenientes de 23 Srvores de 5 cultivares de oliveira, Cordovil de Serpa, Galega vulgar,
Verdeal Alentejana, Negrinha de Freixo e Santulhana (Quadro lll). Como controlos
utilizaram-se, a amostra G1A (OLV-1, isolado Portugu6s) e o OLV-1i (isolado ltaliano), e
usou-se a amostra GP, inicialmente identificado serologicamente como um isolado de
TNV-D e posteriormente identificado como um novo necrovirus, designado OMMV
(Cardoso et a\.,2005),
8.2. RealizagSo do teste DAS-ELISA
Para a realizagdo do teste DAS-ELISA, foram utilizadas placas de microtitulagSo
de 96 alv6olos e de fundo plano (BIOREBA).
O procedimento experimental foi o indicado pela empresa Loewe-
Phytodiagnostica e todas as amostras foram duplicadas na placa, incluindo os controlos
positivos e negativos, de modo a obter-se uma maior fiabilidade dos resultados.
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Para a cobertura das placas, colocaram-se em cada um dos alv6olos 200 pL de
uma solugSo de lgG simples diluida em tampSo de cobertura (0,015 M de NazCOs, 0,035
M de NaHCOs, pH 9,6) na proporgSo 1:1000, no caso do antisoro do OLV-1 e de 1:200
para o caso do antisoro do TNV. Ap6s a cobertura, as placas foram colocadas numa
caixa pl6stica com o fundo revestido por papel absorvente humedecido com Sgua
destilada e cobertas com uma tampa, para evitar a evaporagSo do conte0do dos alv6olos
e incubaram-se durante 4 h a 37oC.
Ap6s a incubagSo, as placas foram sacudidas de modo a retirar todo o conte0do
dos alv6olos, tendo sido estes depois cheios com tampSo de lavagem (0,137 M NaCl, 8
mM NazHPOa.12H2O, 1,5 mM KHzPO+, 2,7 mM KCI e 0,05% Tween 20, pH 7,4) durante 3
minutos. Esta operagSo foi repetida 3 vezes. No final de cada lavagem a placa foi
sacudida de modo a eliminar todo o tampSo e por fim foi seca sobre papel absorvente.
Para a preparagSo das amostras retirou-se 1 g de tecido vegetal (folhas ou ralzes)
de plantas de N. benthamiana sintom6ticas macerou-se em presenga de tampSo de
extracgSo (2o/o PVP MW 40.000 e 2% BSA em tampSo de lavagem , pH 7,4) e centrifugou-
se a 8000 g para clarificag6o do extracto. Ap6s a centrifugagSo foram colocados 190 pL
de cada amostra nos respectivos alv6olos, tendo depois as placas ficado a incubar toda a
noite a 4oC, dentro de caixas de pl5stico. Ap6s a incubagdo, foram realizadas 5 lavagens
de 3 minutos como descrito anteriormente. Quando se utilizaram amostras de
preparag6es de vlrus purificadas, adicionaram-se 5 pL dessas preparagOes virais a 185
pL de tampSo de extracgSo.
Seguidamente, colocou-se em cada alv6olo 190 pL de lgG conjugada com a
enzima fosfatase alcalina dilulda em tampSo do conjugado (o mesmo que foi utilizado
como tampSo da amostra) na proporqSo 1:800 para o antisoro conjugado para o OLV-1 e
1:200 para o antisoro conjugado para o TNV. De seguida as placas foram a incubar
durante 4 h a 37oC dentro de caixas como descrito anteriormente. Ap6s a incubagSo,
foram realizadas 3 lavagens de 3 minutos como descrito anteriormente.
Para a revelagSo, colocaram-se em cada alv6olo, 190 pL de substracto enzimStico
p-nitrofenilfosfato (SIGMA), diluido em tampSo do substracto (9,7o/o dietanolamina, 1 mM
MgCl2.6H2O, pH 9,8) na proporgSo de 1 mg/mL e incubou-se durante 1 a 2 h it
temperatura ambiente. A leitura da reacgSo final foi feita visualmente e num leitor de
microplacas Modelo 680 (B|O-RAD), a funcionar num comprimento de onda de 405 nm.
Foram consideradas infectadas todas as amostras que apresentaram valores de
absorvdncia iguais ou superiores a 2 vezes a m6dia dos valores dos controlos negativos.
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9. Amplificagio do genoma viral por RT-PCR
Os testes de RT-PCR para o diagn6stico de OLV-1 foram baseados no descrito
por Martelli et al. (1996). No entanto, foram feitas algumas modificag6es de modo a
optimizar este teste para a detecgso de OLV-1 em tecidos de oliveira (Cardoso et al., n6o
publicado).
lnicialmente, para a optimizagSo dos testes foram utilizadas plantas de N.
benthamiana infectadas com os vSrios isolados virais, obtidos a partir de azeitonas
obtidas de oliveiras referidas no quadro lll e posteriormente utilizaram-se tecidos de
oliveira, ramos e frutos.
9.1. lsolamento do RNA das amostras a analisar
Os RNAs utilizados foram extraidos com referido nos pontos 7.2. e 7.4.1.. As
dsRNA, foram desnaturadas antes da sua utilizagio. Para tal, 10 pL desta preparagSo
foram aquecidos durante 5 min a 90oC e depois incubados durante 5 min em gelo.
9.2. Optimizaqdo do protocolo de RT-PCR para diagn6stico de OLV-1
O protocolo utilizado inicialmente (Martelli et al., 1996) n6o permitiu resultados
satisfat6rios nas nossas condig6es e por isso optimizou-se um procedimento
experimental diferente para a detecAso de OLV-1 a partir de plantas indicadoras
herb6ceas, e aplicado a tecidos de oliveira, ramos e frutos. Este procedimento foi o
seguinte: a 1 pL de RNA total juntou-se 150 ng de'random hexamers'(Promega),
desnaturou-se durante 10 min a 70oC e depois incubou-se 15 min em gelo. A reacaSo de
RT foi feita na presenga de 50 mM Tris-HCl, pH 8,3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 10 mM
DTT, 0,5 mM dNTPs e 200 U da enzima Transcriptase Reversa, Moloney Murine
Leukaemia Virus (M-MLV) (lnvitrogen), num volume total de 20 pL, durante t h a 42oC.
A reacgso de amplificagio (PCR) foi realizada num termociclador Personal Cycler
(Biometra), em que foram utilizados 3 pL da preparagSo de cDNA, obtida na reacgSo de
RT anterior, juntamente com 20 mM Tris-HCl (pH 8,4), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 0,2
mM dNTPs, 0,2 prM 'primer'A, (complementar d regiSo entre os nucleotidos 3448 e 3466)
e 0,2 pM 'primer' B (complementar d regiSo entre os nucle6tidos 2720 e 2738),
especificos para o diagn6stico de OLV-1 (Martelli et al., 1996) e 2,5 U da enzima Taq
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DNA polymerase (lnvitrogen), num volume total de 50 pL. A amplificagSo decorreu com
35 ciclos de 1 min a 94oC, 1 min a 60oC e 2 min a72oC, tendo a extensSo final sido feita
durante 10 min a72oC.
Os produtos amplificados foram submetidos a electroforese num gel de 1o/o de
agarose e posteriormente corados e observados como descrito em 7.3..
Este protocolo resultou da optimizaqdo pr6via de v6rios pardmetros, tais como:
quantidades de RNA total (3, 5 e 9 pL); incubagSo do RNA durante 15 min em gelo ap6s
junq6o com os 'random hexamers' e desnaturagio a 70oC; diminuigSo da concentragSo
de 'primers' para 0,2 pM; variaqSo da concentragSo de MgClz (1 ,0, 1 ,25, 1,5 e 1,75 mM) e
da utilizagSo de diferentes temperaturas de hibridagSo dos'primers'(55, 57 e 60oC).
9.3. DetecgSo de OLV-I por RT-PCR'single-step'
Estes testes de RT-PCR permitem realizar num s6 passo as duas reac96es
necess6rias para a amplificagSo de virus com genoma de RNA, a reacgSo de transcrigSo
reversa e a reacgSo de amplificagio. Para a sua realizagSo utilizaram-se 3 pL de RNA
total, aos quais se juntou 20 mM Tris-HCl, pH 8,4, 50 mM KCl,0,2 mM dNTPs, 1 mM de
MgCl2, 0,2 pM de cada um dos 'primers'A e B, 40 U de RNaseOUT (lnvitrogen), 200 U
de M-MLV e 5 U da enzima Iag DNA Polymerase (lnvitrogen), num volume total de
reacgSo de 50 pL. A reacgSo foi realizada num termociclador Personal Cycler (Biometra)
com o seguinte programa: 45 min a 37oC, para permitir a transcrigSo reversa do RNA, 2
min a 94oC para inactivagSo da enzima M-MLV, seguidos de 35 ciclos de 1 min a 94oC, 1
min a 60oC e 1 min a72oC, e a extensSo fina! durante 10 min a72oC.
Os produtos de amplificagSo foram analisados por electroforese em gel de 1% de
agarose, que decorreu d voltagem constante de 80 V durante t h. O gelfoi depois corado
e observado como descrito em 7.3..
De modo a optimizar o resultado final da amplificagSo foi necessflrio fazer
algumas modificag6es ao protocolo descrito em 9.2.,. Entre elas, aumento da quantidade
de RNA total utilizada, modificagSo do tempo e da temperatura da transcrigSo reversa,
variagSo da quantidade de MgCl2, adigSo de um inibidor de RNases e um aumento da
quantidade da enzima lag DNA polimerase.
Estes testes de RT-PCR foram utilizados para identificagSo viral em plantas
herbdceas inoculadas e com sintomas, bem como para andlise de padrOes de SSCP a
partir dos produtos de amplificagSo obtidos naquela reacgSo.
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9.4. DetecgSo simultdnea de OLV-1 e TNV-D e/ou OMMV por RT-PCR 'single-step
multiplex'
A detecgSo simultdnea dos vfrus OLV-1 e TNV-D e/ou OMMV por RT-PCR'single-
step', foi optimizada, inicialmente em plantas de N. benthamiana infectadas com cada um
dos virus e posteriormente com material vegetal de oliveira (ramos e frutos).
Para a detecgSo simultdnea de OLV-1 e TNV-D e/ou OMMV utilizaram-se os
'primers'A e B referidos em 9.2. para detectar OLV-1 e os'primers'GP1INTS'e GPrlNT3'
(Cardoso et al., 2004) para detectar TNV-D e/ou OMMV. Tomaram-se 3 pL de RNA total,
aos quais se juntou 20 mM Tris-HCl, pH 8,4, 50 mM KCl, 0,2 mM dNTPs, 1 mM de MgCl2,
0,2 pM de cada um dos 'primers' A e B, 0,2 pM de cada um dos 'primers' GPI|NTS' e
GPllNT3', 40 U de RNaseOUT (lnvitrogen), 200 U de M-MLV e 5 U da enzima Iag DNA
Polymerase (lnvitrogen) num volume total de reacgio de 50 pL. A amplificagSo foi
realizada num termociclador Personal Cycler (Biometra) com o seguinte programa: 45
min a 37oC para fazer a RT do RNA, 2 min a 94oC para inactivagio da enzima M-MLV,
seguidos de 35 ciclos de 1 min a 94oC, 1 min a 54oC e 1 min a72oC, tendo a extensSo
finaltido a duragSo de 5 min a72oC.
Os produtos de amplificagSo foram analisados por electroforese em gel de 1% de
agarose, que correu d voltagem constante de 80 V durante t h. O gel foi depois corado e
observado como em 7.3..
A optimizagSo deste protocolo foi feita com base nos protocolos de detecgSo de
OLV-1 e de TNV-D por RT-PCR 'single-step'. A partir de cada um destes, modificaram-se
vdrios pardmetros, tais como: concentragSo de MgCl2 (0,5, 0,75, 1,0 e 1,25 mM);
concentrag6es de 'primers' (0,2,0,25 e 0,3 pM) diminuigSo da temperatura de hibridagSo
dos 'primers'e diminuigSo do tempo de extensio final.
10. AnSlise da transmissio do isolado GM6 pelo solo
Para determinar se o isolado viral GMO 6 transmitido atrav6s do solo para plantas
hospedeiras sem o auxilio de vectores, adaptou-se o protocolo referido por Martelli ef a/.
(1996). Semearam-se sementes de N. benthamiana numa mistura de solo e vermiculite
autoclavados, na proporgSo de 3:1. Quando as pl6ntulas atingiram o estSdio de 4 a 5
folhas, transplantaram-se para vasos pl6sticos e cheios com uma mistura de terra e
vermiculite esterilizada, onde permaneceram cerca de uma semana at6 ultrapassarem a
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crise de transplantagSo. Ap6s este perfodo, as plantas foram inoculadas com uma
preparagSo purificada do isolado GM6, como descrito no ponto 3., mantidas entre 22-
25oC e regadas com Sgua destilada esterilizada. Dois meses ap6s a inoculagSo as
plantas que mostravam elevado n0mero de necroses removeram-se do vaso. Para o
substracto desses vasos transplantaram-se novas pldntulas saud6veis. Dois meses
depois, as plantas foram retiradas do solo e as suas raizes foram lavadas, imergindo-as
inicialmente numa solugSo aquosa de SDS a 1o/o durante 10 min para eliminar possiveis
particulas virais que estivessem aderentes no seu exterior, e depois durante a noite em
6gua corrente para retirar completamente todos os resfduos de SDS.
Por fim, amostras de folhas e de rafzes foram maceradas num almofariz em
presenga de azoto liquido. O macerado foi utilizado para a realizagdo de tr6s testes de
diagn6stico diferentes, que tiveram como objectivo avaliar se as raizes tinham sido
infectadas por vfrus eventualmente libertados para o substracto pelas plantas inoculadas.
Estes testes foram: i) inoculagSo mecdnica em plantas de N. benthamiana, com descrito
no ponto 3., ii) DAS-ELISA, em que se utilizou um anticorpo policlonal para diagn6stico
de OLV-1 e em que se seguiu o protocolo que se refere no ponto 8.2. e iii) RT-PCR com
'primers' especificos tamb6m para o diagn6stico do OLV-1, em que se seguiu o protocolo
descrito no ponto 9.3.
11. An6lise do polimorfismo da conformagSo da cadeia simples ('single strand
conformation polymorphism' - SSCP)
A an5lise do polimorfismo da conformagSo de cadeias simples (SSCP) descrita
por Orita ef a/. (1989), permite a rSpida diferenciagSo de fragmentos de DNA do mesmo
tamanho, mas com variag6es na sequ6ncia. Na an6lise de SSCP, a cadeia dupla de DNA
6 desnaturada por aquecimento, sendo depois a amostra contendo ambas as cadeias
desnaturadas sujeita a electroforese em gel de poliacrilamida, em condig6es n5o
desnaturantes. A migrag6o das cadeias simples de DNA depende das suas sequ6ncias
nucleotldicas e da conformagSo que elas adquirem (Rubio et a\.,1996).
Com o objectivo de verificar a exist6ncia de variabilidade gen6tica entre os
diferentes isolados de OLV-1, aplicou-se a andlise SSCP. Utilizaram-se vdrios isolados
de OLV-1, identificados por DAS-ELISA e por RT-PCR, provenientes de olivais situados
no Norte e Sul do pals e obtidos de diferentes cultivares de oliveira (Quadro lll). Deste
teste resultou a amplificagSo de uma regiSo do genoma com cerca de 750 pb, que
corresponde d quase totalidade do gene da c5pside proteica (Figura 5). Esta regiEo foi
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amplificada por PCR com os 'primers'A e B, especificos para o diagn6stico de OLV-1
(Martelli et aI.,1996). O protocolo utilizado foi o referido no Ponto 9.3..
oLV-1 5' 3'
CP
Figura 5. Esquema da extremidade 3' do genoma do OLV-1. CP corresponde d regiSo do gene da
cdpside proteica; a azul, est6 marcada a regiSo amplificada pelos 'primers'A e B.
A an6lise SSCP foi efectuada a partir dos produtos de PCR obtidos por reac96es
de RT-PCR aplicadas a cada isolado de OLV-1. A 3 pL de cada um das amostras de
DNA amplificado juntaram-se 7 pL de solugSo de desnaturagSo (950 mLiL de formamida,
20 mM EDTA, 500 mg/L azul de bromofenol), tendo a mistura sido aquecida durante 10
min em banho maria a 99oC e depois imediatamente arrefecida em gelo. O DNA
desnaturado foi sujeito a electroforese num gel de 8,0% poliacrilamida em condig6es n6o
desnaturantes. Para a preparagSo de 10 mL de gel, procedeu-se do seguinte modo: num
copo colocaram-se 5,19 mL de 6gua desionizada, 2,7 mL de uma solugSo de
poliacrilamida a 30% (29% de acrilamida, 1% de N,N'-Metilenodiacrilamida), 2,0 mL de
TBE 5x, 100 pL de persulfato de am6nio a 10% (p/v) e 10 pL de TEMED. A electroforese
decorreu numa tina vertical Mini-Protean@ IBIO-RAD) na presenQa de tampSo TBE 1x e dr
voltagem constante de 200 V durante 3 h a 4oC. No final, os g6is foram retirados das
placas de vidro, corados e observados como o descrito em 7.3..
12. Sequenciagio do RNA gen6mico do isolado GM6
De modo a obter a sequencia do RNA gen6mico do isolado GMG utilizou-se
inicialmente o Copy KitrM (lnvitrogen) que permite a sintese do cDNA do genoma viral. No
entanto, nas nossas condig6es tal n6o se verificou, tendo-se optado por uma estrat6gia
que consistiu em amplificar e clonar o genoma viral em fragmentos diferentes A, B e C.
Como o 'primer' reverso do fragmento B se localizava na mesma regiSo em que foi
desenhado o 'primer' directo do fragmento A, e com o objectivo de se sequenciar essa
regiSo, amplificou-se uma outra regiSo que se designou por fragmento AB (Figura 6).
Para a amplificagSo e clonagem das extremidades 3' e 5', utilizou-se a t6cnica
RACE ('Rapid Amplification of cDNA End's') (Frohman et a|.,1988; Grieco et a\.,1996a),







Figura 6. Esquema da estrat6gia de amplificageo, clonagem e sequenciagao do genoma viral.
12.1. Sintese do DNA complementar (cDNA)
Para a slntese do cDNA seguiu-se o protocolo optimizado descrito em 9.2..
12.2. Amplificag6o por PCR
Para a amplificag6o de cada um dos fragmentos A, B, C e AB utilizaram-se 3 pL
da reacgSo anterior de transcrigSo reversa, aos quais se juntaram 20 mM Tris-HCl, pH
8,8, 10 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgSOa, 0,1% Triton X-100, 0,1 mg/ml de BSA,
0,2 mM dNTPs, 0,2 pM de cada um dos 'primers' (directo e reverso) e 2,5 U da enzima
para PCR de alta-fidelidade, Pfuturbo DNA Polimerase (Stratagene), num volume total de
50 pL. Os 'primers' utilizados (lnvitrogen) foram desenhados com base na sequGncia
publicada do genoma de OLV-1 (Grieco et al., 1996) e foram designados da seguinte
forma: 'Primers' Comum5' e Comum3' para a amplificagSo do fragmento A, G6B5' e
GOB3' para a amplificagSo do fragmento B, GOCS' e G6C3' para a amplificagdo do
fragmento C e G6B5' e G6cd3' para a amplificagSo do fragmento AB (Figura 7 e Quadro
V). O local de restrigSo para a enzima Nofl foi adicionado d extremidade 5' de cada um







Figura 7. LocalizagSo no genoma, dos locais de complementaridade dos 'primers' utilizados para








Quadro V. Sequ6ncias dos 'primers' utilizados para amplificar os fragmentos A, B, C e AB do
genoma do isolado GM6
DesignagSo PosigSo no genoma Sequ6ncia 5')3'
Comum5' 2584 -2606 ttttttgcg gccgcAAGACTCAACACATTTC GATC GC
Comum3' 3671 - 3691 ttttttgcggccgcc G C AAAGG CCCCTCAATCTG G
G6B5' 1475 - 1493 ttttttgcggccgoCAG CGTTTG CTAGTGATGG
G6B3' 2586 - 2605 ttttftgcggccgcCcATcc AAATGTGTTGAGTC
G6C5' 16-34 GTATACGGATATCGGTGCG
G6C3' 1633- 1652 CAGACAATGACGCAGTCATC
GGcd3' 3172 - 3190 ttttttgcggccgcG CTG CG CATC GATTCTGTC
As reacgOes de amplificagSo foram realizadas num termociclador Personal Cycler
(Biometra). Os programas de amplificagao foram ajustados ds condig6es exigidas pelo
tamanho do fragmento e pelos 'primers' utilizados. Assim, para o fragmento A o programa
consistiu em 1 min a 95oC, seguido de 30 ciclos de 1 min a 95oC, 1 min a 65oC e 2 min a
TzoC,tendo a extensao final sido de 10 min a 72oC; para o fragmento B e AB, 1 min a
95oC, seguido de 30 ciclos de 1 min a 95oC, 1 min a 54oC e 2 min a72oC, e a extensSo
final durantel0min a72oC; eparaofragmentoC, l mina95oC,seguidode30ciclosde
1 min a 95oC, 1 min a 53oC e 2 min aT2oC,tendo a extensSo final sido de 10 min a 72oC.
Os produtos de amplificagSo, foram analisados como descrito em 8.3.. As bandas
correspondentes aos produtos de amplificagSo esperados de cerca de 1100 pb para o
fragmento A, 1130 pb para o fragmento B, '1600 bp para o fragmento C e 1900 para o
fragmento AB, foram cortadas do gel e o DNA purificado com as colunas 'Gel Extraction
Spin Kit' (Genomed) seguindo-se as instrug6es do fabricante. A coluna foi eluida com 30
pL de 6gua miliQ e fez-se uma nova electroforese em gel de agarose 1o/o pata "
quantificagSo aproximada do DNA.
12.3. Clonagem
12.3.1. Vector plasmldico
Como vector de clonagem utilizou-se o plasmideo pZErOrM-2 (lnvitrogen) (Figura
8). Este plasmideo tem 3297 pb, a origem de replicagSo dos vectores'pUC'e um local de
clonagem m0ltiplo com 17 locais de restrigSo. Tem ainda o gene que confere resist€ncia
ao antibi6tico Canamicina para selecgso e o gene ccdB letal para Escherichia col/, que s6
6 inactivado pela insergSo do fragmento de DNA, permitindo assim a selecgSo das
bact6rias que contGm o plasmideo recombinante. Este plasmideo inclui tamb6m os locais
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Figura 8. Esquema do vector pZErOrM-2 utilizado para clonar os v6rios fragmentos do genoma
viraldo isolado GM6.
12.3.2. RestrigSo do vector de clonagem e do fragmento a clonar
O DNA plasmldico foi digerido com 5 U da enzima de restrigSo Nofl (Takara), de
modo a ficar linear e com as extremidades coesivas para a ligagSo com os fragmentos A
e B. A reacgSo de restrigSo, constitulda por 1 pg de DNA plasmidico, tampSo H 1x
(Takara), 0,01o/o de BSA e 0,01% de Triton X-100, num volume total de 50 pL, decorreu
durante 3 h a 37oC. As mesmas condig6es foram utilizadas para as restrig6es de 300 rlg
de cada um dos fragmentos A e B.
Para a clonagem dos fragmentos C e AB, o DNA plasmidico foi digerido com 5 U
da enzima de restrigSo EcoRV (Fermentas), de modo a ficar linear com as extremidades
rombas. A reacgso de restriqSo, constituida por 100 qg de DNA plasmldico e tampSo R*
1x (Fermentas) num volume total de 30 pL, decorreu durante 30 min a 37oC, tendo sido
posteriormente sujeita a 65oC durante 20 min paru a inactivagSo da enzima. Os
fragmentos C e AB n6o foram sujeitos a restrigSo, pois a amplificagSo com a enzima
Pfuturbo DNA Polimerase (Stratagene) deixa-os com as extremidades rombas e, neste
caso, prontos para a ligagSo.
12.3.3. LigagSo
Para as reacg6es de ligagSo entre cada um dos fragmentos A, B e o vector
plasmldico, foram utilizadas duas proporg6es molares diferentes, 3:1 e 5:1
(fragmento:vector). As reacg6es de ligagSo constituidas por 2 U de T4 DNA Ligase




incubadas durante 30 min a 16oC. Foi tamb6m preparada uma reacgSo de ligagSo
id6ntica ds anteriores, mas sem o fragmento, que foi utilizada como controlo negativo.
As reac96es de ligagSo entre os fragmentos C e AB e o vector foram feitas nas
proporg6es 3:1 e 5:1 (fragmento : vector). As reac96es de ligagSo constituidas por 2 U de
T4 DNA Ligase (lnvitrogen) e tampdo de ligagSo 1x (lnvitrogen), num volume total de 10
pL, foram incubadas durante t h a 16oC, uma vez que as extremidades estavam rombas.
Tal como anteriormente, tamb6m neste caso foi preparada uma reacgSo de ligagSo
iddntica ds anteriores, mas sem o fragmento, que foi utilizada como controlo negativo.
12.3.4. TransformagSo de E. coli
Para a introdugSo do plasmldeo recombinante em c6lulas de E. coliutilizou-se a
transformagSo por choque t6rmico de c6lulas competentes E coli Top 10 (lnvitrogen). Na
transformagSo usaram-se 50 pL de c6lulas competentes, ds quais se juntaram 5 pL da
reacgSo de ligagSo, seguida de homogeneizagSo suave e incubagSo durante 20 min em
banho de gelo, ap6s o que se efectuou um choque t6rmico a 42oC durante 30 seg. Por
fim, adicionaram-se ds c6lulas 250 pL de meio de cultura SOC (2% triptona, 0,5%
extracto de levedura, 0,057o NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 20 mM glucose, pH 7,5) dt
temperaturaambiente,eamisturafoi aincubardurantelha3ToCcomagitagdoa22S
rpm num agitador orbital Aerotron@ (lnfors AG). As c6lulas foram depois recolhidas num
microtubo, por centrifugagSo a 3000 rpm (Micro centrifuga Sanyo MSE)durante 10 min, d
temperatura ambiente. Descartou-se um volume de cerca de 250 pL do sobrenadante e
as c6lulas foram ressuspensas nos restantes 50 prl. A suspensdo de bact6rias foi
cuidadosamente espalhada com uma ansa de vidro em placas de Petri com meio de
cultura Luria-Bertani (LB)-Agar (1oh triptona, 0,5% extracto de levedura, 0,5 NaCl, 1,5%
agar, pH 7,5), com 35 pg/ml de Canamicina (GtacoBRL). As placas foram depois
invertidas e mantidas durante a noite a37oC.
12.3.5. An6lise das col6nias de bact6rias com o DNA recombinante
Retiraram-se as col6nias da placa com um palito est6ril e inoculou-se, cada uma
delas em 3 mL de meio de cultura LB (1% triptona, 0,57o extracto de levedura,0,5 NaCl,
pH 7,5), com 35 pg/mL de Canamicina e depois incubou-se durante a noite a 37oC com
agitagSo a225 rpm.
O DNA plasmidico recombinante foi purificado com o 'Plasmid Miniprep Spin Kit'
(Genomed) segundo o protocolo do fabricante. Deste, foram analisados 5 pL que foram
digeridos com 5 U da enzima Notl (Takara), na presenga de tampSo H 1x (Takara),
0,01o/o de BSA e 0,01o/o de Triton X-100, num volume total de 30 pL. Ap6s incubagSo
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durante 3 h a 37oC, os produtos da restrigSo foram analisados por electroforese em gel
de 1o/o de agarose realizada a 80 V durante t h e visualizados como descrito em 7.3..
12.4. SequenciagSo
A sequenciagSo de cada um dos fragmentos A, B, C e AB, foi feita na empresa
STAB, em que foi utilizado um sequenciador autom5tico AB! PRISM 310 Sequencer e o
kit de sequenciagSo 'ABl PRISM BigDye Terminator Reaction Cycle' com os 'primers'
M13 (directo e reverso).
Para completar a sequenciagSo dos fragmentos, uma vez que com as primeiras
reac96es n5o se conseguiu obter a sua sequEncia completa, foi necess6rio desenhar
'primers' internos para cada um dos fragmentos A, B e C, a partir da sequdncia obtida
com os'primers' M13 (directo e reverso), e que se designaram G6int5'e G6int3', GOBint5'
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Figura 9. LocalizagSo no genoma, dos 'primers' utilizados
sequenciar em cadeia dupla cada um dos fragmentos A, B, C.
do isolado GM6
Quadro Vl. Sequ6ncias dos 'primers' utilizados para sequenciar os fragmentos A, B e C do
'Primer' PosigSo no genoma Sequ6ncia 5')3'
G6intS' 2970 -2987 CCTCTCATGGTTGGCAGG
G6int3' 3341 - 3359 CCTTGATCACTTGCAGTGG
G6cd5' 3094 - 3112 ttttttgcggccgcGGGTATGATGGTGCTATGG
G6cd3' 3172 - 3190 tffigcggccgcc CTG CGCATCGATTCTGTC
G6Bint5' 1840 - 1859 GTCACTAGCTTAATCCCATG
G6Bint3' 2249 -2265 CGACCGCGTACGCTCAC
G6Bd5' 2182 -2201 GATACCTACCAAGTATCAGG
G6Bd3' 1960 - 1979 CGTTTAACTCCAGTTTGGAG
G6CintS' 394 - 4',t2 GCTACAGAGGCCAATCGAC
GOCint3' 1242 - 1260 GACCGTGATCTCCCCAAAG
G6Cd5' 762 -781 GCGTCAGTTGTTACG CTATAG
G6Cd3' 579 - 598 CTTGGAGGTTGTCCATACCA
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Para a sequenciagSo dos fragmentos em cadeia dupla desenharam-se, com base
na sequOncia inicialmente obtida, os 'primers' G6dc5' e G6dc3', para o fragmento A,
GOBdS' e GGBd3', para o fragmento B e G6Cd5' e G6Cd3' para o fragmento C (Figura 9 e
Quadro Vl). Como apenas se necessitava de uma pequena parte do fragmento AB, esta
foi obtida directamente com a sequenciagSo feita pelos'primers'M13, ndo tendo sido
necess6rio desenhar outros'primers'.
12.5. AmplificagSo, clonagem e sequenciagSo das extremidades 5' e 3' do RNA do
isolado GM6
Para a amplificagSo das extremidades 5' e 3' do RNA gen6mico do isolado GM6,
utilizou-se a t6cnica RACE. Esta t6cnica permite a amplificagSo da extremidade de uma
sequ6ncia gen6mica a partir de uma pequena porgSo interna, sobre a qual 6 desenhado
um 'primer' especifico com a orientagSo da sequ6ncia a determinar. Este 'primer'
especifico permite sintetizar o cDNA que cont6m toda a sequOncia desconhecida, sendo
na extremidade 3' deste cDNA adicionado um polimero de adenina ou citosina, de modo
a criar uma 'cauda' na extremidade 3' da sequ6ncia e assim se poder amplificar, clonar e
sequenciar os extremos de uma sequ6ncia nucleotfdica. Ap6s esta adigio procede-se d
amplificagSo dofragmento por PCR, em que se utiliza o'primer'usado pa'aa slntese do
cDNA ou outro espec[fico, mais interno d sequ6ncia, e um 'primer' constituido por um
pollmero de timina ou guanina, complementar d 'cauda' junta ao cDNA, e por uma
sequ6ncia complementar a um 'primer anchor'.
12.5.1. Sintese do cDNA
Para a sequenciagSo da extremidade 5' (Figura 10) fez-se a extracgSo do RNA
viral com o 'kit da Qiagen', como descrito no ponto 7.2.. Os 'primers' utilizados foram
desenhados com base na sequ6ncia publicada de OLV-1 (Grieco ef a/., 1996).
A 4 prL de RNA viral (500 ng/pl) juntaram-se 0,7 pM do 'primer' especffico G6Spl
(Quadro Vll) e incubou-se durante 5 min a 70oC, seguido de banho de gelo durante 10
min. A reacgSo de transcrigSo reversa foi feita num volume total de 20 pL com 50 mM
Tris-HCl, pH 8,3, 75 mM KCl, 3 mM MgClz, 10 mM DTT, 0,5 mM dNTPs, 40 U de
RNaseOUTTM (lnvitrogen) e 200 U da Transcriptase Reversa M-MLV (lnvitrogen), durante
t ha42oC, ap6s o quefoi a incubardurante 10 min a 70oC. Acadeia de RNAfoi depois
degradada com 5 U de E coli Ribonuclease H (Fermentas) durante 30 min a 37oC. Para
a separagSo do cDNA sintetizado dos restantes componentes das reaca6es anteriores,
tais como'primers', dNTP's n5o incorporados e protelnas, foi utilizado o'PCR Purification
Spin Kit'(Genomed) seguindo-se as instrugOes do fabricante.
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Figura 10. Esquema de amplificagSo da extremidade 5' do RNA viral em que se seguiu a t6cnica
RACE.
Quadro Vll. Sequ6ncias dos 'primers' utilizados para a slntese do cDNA da extremidade 5' e 3' do
RNA do isolado GM6
'Primer' Posigio no genoma Sequ6ncia 5')3'
GOSpI 394 - 412 GTCGATTGGCCTCTGTAGC
GGSp4 3247 -3266 CAGGTTTAACGGGCTGGG
O cDNA purificado foi modificado na extremidade 3' por adigSo de adeninas num
volume total de reacgao de 20 pL contendo, 40 U de Terminal deoxinucleotide
Transferase (TdT) (Fermentas), tampSo da reacASo 1x (Fermentas) e 50 prM de dATP. A
reacgSo foi incubada durante 10 min a 37oC e depois durante 10 min a 70oC para
inactivagSo da enzima.
Para clonar e sequenciar a extremidade 3' do RNA viral (Figura 11), utilizaram-se
dsRNA que se extrairam de plantas de N. benthamiana infectadas com o isolado viral
GM6, como descrito nos pontos 7.4.1.,7.4.2. e 7.4.3.. Foram utilizadas dsRNA, pois
estando em presenga da cadeia directa e da complementar, pode-se utilizar esta fltima
para, a partir dela, amplificar, clonar e sequenciar a extremidade 3'. Assim, a fracgSo das
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dsRNA correspondente d totalidade do genoma viral, foi cortada do gel e extraida com o
'Gel Extraction Spin Kit' (Genomed). Ap6s a desnaturagSo destas duas cadeias e com a
utilizagSo de um 'primer' complementar da cadeia de sentido negativo, obtivemos o oDNA
com a extremidade 3' livre para a ligagSo de adeninas. Uma amostra de 1 pL de dsRNA
foi desnaturado durante 5 min a 95oC ap6s o que foi imediatamente colocada em banho
de gelo, ao que se juntaram 0,7 pM do 'primer' especlfico GGSp4 (Quadro Vll) tendo-se
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Figura 11. Esquema de amplificagdo da extremidade 3' do RNA viral em que se seguiu a t6cnica
RACE.
12.5.2. AmplificagSo por PCR
Para a amplificagSo da regiSo correspondente d extremidade 5' (Figura 10),
utilizou-se o 6DNA sintetizado e com a extremidade 3' modificada como descrito no ponto
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anterior. As condigOes utilizadas para a reacAso de PCR foram as seguintes: 20 mM Tris-
HCl, pH 8,8, 10 mM KCI; 10 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgSOa, 0,1olo Triton X-100, 0,1 mg/ml
de BSA, 0,2 pM de 'primer'espec[fico G6Sp2 (Quadro Vlll), 0,6 pM de 'primer' OligodT-
Anchor (Quadro VIll) e 2,5 U de Pfuturbo DNA polimerase (Stratagene), num volume total
de reacgSo de 50 pL. A amplificag6o foi realizada com o seguinte programa: 2 min a
94oC, seguido de 10 ciclos de 15 seg a 94oC,30 seg a 55oC e 40 seg a72oC,2b ciclos de
15 seg a 94oC, 30 seg a 55oC e 40 seg a 72oC (neste segundo conjunto de ciclos, a
extensSo fez-se com um incremento de 20 seg por ciclo), tendo a extensSo final sido de 7
min a 72oC. O produto do PCR foi analisado num gel de 1% de agarose que correu d
voltagem constante de 80 V durante t h. As bandas correspondentes ao marcador DNA
Ladder 1kb plus (GtacoBRL) e ao produto de amplificagSo foram coradas e visualizadas
como referido em 7.3.. A zona correspondente ao tamanho do produto esperado, cerc€l
de 330 pb, foi cortada do gel e o DNA foi extraido com uma coluna do Gel Extraction Spin
Kit (Genomed) seguindo-se as instrug6es do fabricante.
Para a amplificagSo da regiSo correspondente d extremidade 3' (Figura 1 1)
utilizou-se o cDNA sintetizado e com a extremidade 3' modificada. As condig6es
utilizadas para a reacASo de PCR foram as mesmas descritas anteriormente tendo-se
apenas modificado o par de 'primers' utilizado, que para a amplificagSo desta regiSo do
genoma foram; 0,2 pM de'primer'especifico G6Sp5 e 0,6 pM de'primer'OligodT-Anchor
(Quadro Vlll).
Quadro Vlll. Sequ6ncias dos 'primers'utilizados para amplificar as extremidades 5'e 3'do RNA do
isolado GM6
'Primer' PosigSo no genoma Sequ6ncia 5')3'
G6Sp2 246 -263 CGCTGCGATTGGCCTCCA
OligodT-Anchor AACCCGGCTCGAGCGGCCGCTT e
G6Sp5 3418 - 3437 GAACCAGTGAACCCAACTGT
12.5.3. AmplificagSo por um segundo PCR
Para aumentar a concentragSo do produto amplificado pelo primeiro PCR,
realizou-se um segundo PCR em que se utilizou um 'primer' mais interno d sequ6ncia
amplificada na reacgSo anterior e um 'primer' Anchor. Assim, para a reacAso de PCR que
iria amplificar a extremidade 5', utilizaram-se 2 pL do DNA obtido como descrito no ponto
anterior, ap6s eluigSo da coluna. As condig6es utilizadas para a reacAso de PCR foram
as mesmas descritas no ponto anterior, mas utilizando 0,2 pM do 'primer' especifico
G6Sp3 e 0,6 pM de 'primer' Anchor (Quadro lX). O produto amplificado foi primeiro
analisado em gel de 1o/o de agarose para verificar se tinha o tamanho esperado de
49
aproximadamente 170 pb e o restante produto foi purificado com o 'PCR Purification Spin
Kit' (Gemoned) seguindo-se as instrug6es do fabricante'
Quadro lX. Sequ$ncias dos 'primers' utilizados para amplificar por um segundo PCR as
extremidades 5' e 3' do RNA do isolado GMG
'Primer' Posigio no genoma Sequ6ncia 5')3'
G6Sp3 80 - 100 CTTCAG CAG CAGTTTG CTTAT
Anchor AACCCGGCTCGAGCGGCCGC
G6SpG 3531 - 3548 CGAATGGACAAGTTGTGGTA
Para a extremidade 3' do genoma viral tamb6m se realizou uma segunda reacqao
de amplificagao, id6ntica d realizada paru a extremidade 5', mas utilizando 0,2 pM do
'primer' especifico GGSpO e 0,6 pM de 'primer' Anchor (Quadro lX). O programa de
amplificagao foi modificado na temperatura de hibridagao dos 'primers', que neste caso
foi de 53oC. O produto amplificado, com o tamanho esperado de aproximadamente 260
pb, foi analisado e purificado como referido acima.
12.5.4. Clonagem
A clonagem foi efectuada seguindo o mesmo procedimento usado para o
fragmento C, referida em 12.3.2.,12.3.3.,12.3.4., e 12.3.5..
12.5.5. SequenciagSo
A sequenciagSo de cada uma das extremidades foi feita utilizando 4 clones
positivos diferentes e realizou-se como referido em 12.4. com o'primer'M13 directo.
1 2.6. An6lise bioinform5tica
A an6lise das sequ6ncias obtidas por sequenciagSo foi feita com o programa
BioEdit (versSo 7.0.5.) (Hatl', 1999). O programa ClustalW 1.83 (Thompson ef al., 1994)
foi utilizado para o alinhamento das sequ6ncias de aminodcidos dos polip6ptidos
prov6veis codificados pelas ORFs do isolado GM6, com sequ6ncias de outros necrovirus,
obtidos ap6s uma pesquisa BLAST (Altschul et a1.,1997). Paraa an6lise filogen6tica foi
utilizado o programa MEGA 3 (versSo 3.1)(Kumar et a1.,2004) em que se utilizou o
m6todo Neighbour-Joining (Saitou e Nei 1987) com um suporte de'bootstraps'de 1000
replicagoes (Felsenstein, 1985). Para a pesquisa de motivos foi utilizado o PROSITE
(Falquet et al., 2OO2). As massas moleculares relativas (MJ dos polip6ptidos foram
determinadas com o programa EMBOSS (Rice ef a|.,2000)'
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lV. Resultados
1. Caracterizagio serol6gica e molecular de isolados virais
A caracterizagdo dos 23 isolados virais obtidos de azeitonas teve como principal
objectivo, fazer uma primeira distingSo serol6gica entre eles e avaliar quais os que eram
OLV-1 e TNV /.s.. Ap6s esta caracterizaqlo tentou-se amplificar os isolados de OLV-1
com 'primers' para o diagn6stico deste virus e os isolados amplificados foram sujeitos a
SSCP para, numa abordagem preliminar, se perceber se existiria variabilidade entre os
isolados de OLV-1 em estudo.
1.1. AplicagSo do teste DAS-ELISA
A aplicagSo de testes serol6gicos DAS-ELISA para o diagn6stico de OLV-1 e de
serotipos de TNV a preparag6es purificadas dos 24 isolados virais diferentes (23
provenientes de cultivares nacionais e um isolado italiano de OLV-1) mostrou que 18
destes reagiram positivamente com as lgG para o OLV-1 (G1A) (Quadro X). Destes, 3
foram obtidos de 5rvores de Trds-os-Montes das cvs. Santulhana (2 isolados) e Negrinha
de Freixo (1 isolado) e os restantes 14 foram obtidos das cvs. Galega vulgar (8 isolados),
Verdeal Alentejana (4 isolados) e Cordovil de Serpa (2 isolados), do Sul de Portugal. Em
testes DAS-ELISA para a detecgSo de serotipos de TNV nos mesmos 24 isolados em
estudo, 8 mostraram ser relacionados com TNV. Verificou-se que destes, 5 isolados
estavam presentes em 6 das Srvores da cv. Santulhana testadas, 2 provieram de 6rvores
da cv. Verdeal alentejana e 1 de Galega vulgar, tendo este isolado sido utilizado como
controlo positivo (Quadro X). Os isolados V10A e A1P2 deram resultados positivos nos
testes ELISA quer com o antisoro para o OLV-1 (G1A), quer C#o antisoro para o TNV.
1.2. Testes de RT-PCR
Dos 18 isolados serologicamente identificados como OLV-1 (ver ponto 1.1.), 17
foram testados por RT-PCR 'single-step' com os 'primers' especlficos para este vlrus
(Martelli et a\.,1996). O isolado V4A n6o se utilizou nestes testes, pois n5o se conseguiu
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Quadro X. Reac96es obtidas em teste DAS-ELISA em que se usaram anticorpos especlficos para
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'Valores da m6dia de absorv6ncia da reacgso final das duas repetig6es de cada amostra;
b Controlo positivo para OLV-1;
" Controlo negativo para OLV-1;
d Controlo positivo para TNV /.s.;
" N. benthamiana ndo inoculada, usada como controlo negativo;* Amostras testadas num teste DAS-ELISA diferente em que os valores de Densidade 6ptica
(D.O.) a 405 nm, do controlo positivo (G1A) e do controlo negativo (GP) para o teste com o
antisoro para o OLV-1, foram de 1,602 e 0,312, respectivamente. Para o teste com o antisoro para
o TNV, os valores de D.O. a 405 nm do controlo positivo (GP)e do controlo negativo (G1A), foram
de 1,304 e0,217, respectivamente.
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a sua transmissSo mec6nica. Ap6s a an5lise em gel de agarose dos produtos de
amplificagSo, verificou-se que todos os isolados obtidos de 6rvores das cvs. Galega
vulgar, Cordovil de Serpa, Verdeal Alentejana e Negrinha de Freixo apresentaram a
banda com o tamanho esperado de cerca de 750 pb (Figura 12) identificando-se como
isolados de OLV-1. Os isolados A4P2 (Figura 12 A, pogo 5) e AlP2 (Figura 12 B, pogo
12), que correspondem aos dois isolados obtidos de 6rvores da cv. Santulhana, n5o
apresentaram a referida banda correspondente ao produto de amplificagSo,
comportando-se como ndo sendo OLV-1, ao contr6rio do esperado tendo em conta os
resu ltados serol69 icos.
Figura 12. An6lise dos produtos amplificados por RT-PCR'single-step', para identificagSo de
isolados de OLV-1. A: 1 - G2A, 2- GsA, 3 - V4PB, 4 - VOA, 5 - A4P2; B: 6 - G1S, 7 - G3S, B -
G8M,9-C1VM, 10-N, 11 -G1PB,12-A1P2;C: 13-OLV-1|, 14-GM6, 15-G1A, 16-C7,17-
V10A. M - 'DNA Ladder 1kb plus' (GtacoBRL), CN - Controlo negativo de PCR. As setas indicam
as bandas correspondentes aos produtos de amplificagSo esperados (750 pb).
1.3. An6lise de SSCP de diferentes isolados portugueses de OLV-1
A an6lise electrofor6tica dos perfis de SSCP dos produtos amplificados ap6s RT-
PCR, relativos aos 15 isolados revelou diferengas entre si. Foram obtidos padr6es com
uma, duas e tr6s conformag6es (Figura 13 a)). Destes, cinco sdo distintos entre si (Figura
13 b)).
Os produtos de amplificagSo dos isolados GM6, GM8, G1A e C7 apresentaram
apenas um tipo de conformagSo est6vel (Figura 13 b), A) e o do isolado de OLV-1 italiano
(OLV-1i) originou um padrSo com duas formas, id6ntico ao obtido para os isolados G2A,
GSA e V10A (Figura 13 b), B). Perfis de SSCP constituldos por duas formas, mas com
mobilidades diferentes das observadas em outros isolados, foram os obtidos com os
G3S, N, C1VM e V4PB (Figura 13 b), C). A presenga de tr6s conformag6es, com dois
padr6es diferentes, um em que as tr6s formas migram no gel com uma distdncia
aproximadamente igual entre si e outro em que as duas primeiras formas se observam
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mais juntas no gel, correspondem aos isolados G1S (Figura 13 b), D) e aos isolados V6A
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Figura 13. a) Perfis de SSCP obtidos apos electroforese em gel de poliacrilamida dos produtos de
RT-PCRdesnaturados.A:Amostras-13-OLV-1i, 14-GM6,8-GBM,6-G1S,7-G3S, 15-
G1A, 1 -G2A,2 - GsA, 10 - N; B:Amostras- 13 - OLV-1i, 14 - GM6, 16-C7,9 - C1VM,3 -V4PB,
4 - V6A, 17 -V10, 1 1 - G1PB. b) A, B, C, D e E: Tipos de padr6es de SSCP diferentes, obtidos dos
v6rios isolados de OLV-1.
2. Garacterizagdo bioquimica e molecular do isolado viral GM6
2.1. Gama de hospedeiros
As inoculag6es do extracto de planta infectada com o isolado GM6 em 10
esp6cies herb6ceas indicadoras diferentes, mostraram que todas eram susceptlveis e
reagiram com a formagSo de necroses locais (Quadro Xl). O tipo de necroses observadas
variou com alguns dos hospedeiros utilizados. Em G. globosa as necroses apresentaram
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inicialmente uma zona central avermelhada que depois passou a necr6tica, rodeada por
uma aur6ola avermelhada. Em V. unguiculata as les6es apresentadas eram muito
pequenas, inicialmente clor6ticas e depois foram ficando avermelhadas escuras. Em
todas as outras plantas as les6es apresentadas eram arredondadas e necr6ticas (Figura
14). No entanto, as necroses observadas em plantas de N. benthamiana eram mais
extensas do que as formadas noutras esp6cies e as que mais rapidamente invadiam e
alastravam na folha inoculada. Assim, esta planta passou a ser utilizada parc a
multiplicagSo do vfrus em larga escala e foi sempre a utilizada nos trabalhos
subsequentes.
Quadro Xl. Sintomas observados em plantas herb6ceas indicadoras inoculadas com o isolado viral
GM6
Familia bot6nica Esp6cies Sintomasobseryados
Amaranthaceae Gomphrena globosa L. Necroses locais
Chenopodiaceae
Chenopodium amaranticolor Coste & Reyn
Chenopodium murale L.




Cucurbitaceae Cucumis saflvus L. Necroses locais
Leguminoseae Vigna unguiculafa (L.) Walp. Necroses locais
Solanaceae
Nicotiana benthamiana Domin
N icotiana occidental is
Nicotiana rustica L.






Figura 14. Sintomas observados em alguns dos hospedeiros herb6ceos inoculados com o isolado
viral GM6: A e B: lesOes locais em N. benthamiana; C: les6es locais em C. murale; D: les6es
locais em C. quinoa; E: les6es locais em V. unguiculafa e F: les6es locais em G. globosa.
2.2. PurificaESo viral
A purificaqSo das partfculas virais do isolado GM6 feita a partir de plantas de N.
benthamiana infectadas e congeladas a -20oC, resultou em preparag6es infecciosas. A
utilizagSo do clorof6rmio e butanol como solventes orgdnicos, permitiu uma boa
clarificag6o do homogenado. O procedimento que permitiu obter maiores quantidades de
vlrus purificado foi o Protocolo 1, no qual se utilizou PEG para a adsorgSo das part[culas
virais (Quadro Xll).
Quadro Xll. Quantidade de virus obtida em 4 experiOncias de purificagSo usando dois protocolos
Quantidade de virus (mg/ml)
1 2 3 4
Protocolo 1
(AdsorgSo com PEG e 1 ciclo de centrifugagSo diferencial) 1,3 1.2 0,9 1,1
Protocolo 2
(2 ciclos de centrifugagSo diferencial) 0,8 0,8 0,6 0,7
A centrifugagSo das preparag6es virais em gradientes de densidade de sacarose,
revelou que o isolado GM6 sedimenta numa 0nica banda (Figura 15 A). A posigSo desta
banda foi id6ntica d observada com o isolado italiano de OLV-1, quando centrifugados
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simultaneamente em tubos diferentes. Do mesmo modo, quando o isolado GM6 se
misturou com uma preparagSo do isolado italiano notou-se que ambos sedimentaram
numa rinica banda coincidente, revelando que ambos os isolados (GM6 e OLV-1i)
apresentam uma taxa de sedimentagSo id6ntica, de 111 S como referido por Gallitelli e
Savino (1985).
2.3. Morfologia das partfculas virais
A observagSo ao microsc6pio electr6nico de transmissSo de preparag6es virais do
isolado GM6, previamente contrastadas, revelou serem constituidas por particulas com
contornos isom6tricos (Figura 15 B) e cerca de 30 nm de didmetro, caracteristicas
semelhantes ds referidas por outros autores para o OLV-1 (Gallitelli e Savino, 1985).
Figura 15. A: Banda formada em gradiente de sacarose ap6s ultracentrifugagSo da suspensSo
viral de GM6. B: Fotografia do isolado viral GM6, observado ao microsc6pio electr6nico de
transmiss6o (Barra=1 00 nm).
2.4. An6lise da protefna da cSpside viral
A an6lise por SDS-PAGE dos p6ptidos dissociados da c6pside viral, mostrou que
esta 6 constitufda por apenas um tipo de p6ptidos, com uma massa molecular aparente
de 32 kDa (Figura 16), valor semelhante ao obtido para outros necrovirus,










Figura 16. An5lise da proteina da c6pside do isolado GM6 por electroforese em gel descontlnuo
de SDS-poliacrilamida; M: 'Sigmamarker Low range' (SIGMA); 1: peptido constituinte da c6pside
viral.
2.5. An6lise do dcido nucleico viral
O tratamento de preparag6es do isolado GM6 com fenol e SDS, para separagao
do 6cido nucleico viral, revelou-se bastante eficaz. Quando analisadas por electroforese
em gel de agarose, as preparaq6es revelaram uma 0nica banda, correspondente a uma
esp6cie de 6cido nucleico com a dimensSo de cerca de 3700 bases. No entanto, a
aplicagSo deste m6todo de extracgSo resultou geralmente no aparecimento de 6cidos
nucleicos degradados (Figura 17 A). O m6todo de extracqSo baseado no uso do 'RNeasy
plant Mini Kit' (Qiagen) revelou ser muito mais r6pido e mais simples do que o do fenol e
SDS, e resultou tamb6m no aparecimento em gel de uma tinica banda com tamanho
idOntico ao obtido pelo m6todo anterior, mas com a vantagem de se ter obtido,
aparentemente, uma maior quantidade de RNA e menos degradado (Figura 17 B).
Uma amostra do 5cido nucleico viral revelou-se infeccioso quando inoculado em
plantas de N. benthamiana, originando necroses locais extensas, id6nticas ds observadas
aquando da inoculagSo mecAnica de particulas completas do isolado GMO naquele
hospedeiro (ver Figura 14 A). O tratamento de uma amostra idCntica, com RNase A,
resultou na sua digestSo enzim6tica, n6o se visualizando qualquer banda em gel de
agarose apos electroforese, e resultou tamb6m na perda de infecciosidade. Estes













Figura 17. Andlise electrofor6tica em gel de 1oh de agarose do 6cido nucleico viral extraido de
preparag6es purificadas de virus. A - M: 'RNA Markers, 0.28-6.58 kb'(Promega), 1: Acido nucleico
viral extraido com fenol e SDS; B - 1:Acido nucleico viral extraido com o RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen); M: 'RNA Ladder, High Range' (Fermentas). A seta indica a posigSo do RNA viral, com
cerca de 3700 bases.
2.6. An5lise das dsRNA nos tecidos infectados
A fracgSo correspondente as cadeias duplas de RNA obtida a partir de plantas de
N. benthamiana infectadas, mostrou em gel de agarose, um perfil electrofor6tico
constituido por 3 bandas principais, correspondentes a tr6s esp6cies de dsRNA com
cerca de 3700 pb, 1500 pb e 1300 pb (Figura 18), interpretadas, a primeira, como sendo
as formas replicativas do RNA viral inteiro e as outras duas, como sendo os dois RNAs
subgen6micos, segundo os resultados obtidos por Merciega et al. (1996) e Pantaleo ef a/.
(1999) para isolados de OLV-1.
2.7. CaracterizagSo molecular do isolado GMG
2.7.1. SequOncia nucleotidica do RNA gen6mico
A amplificagSo por PCR de cada um dos fragmentos do genoma viral, designados
por A, B, C e AB resultou em produtos de amplificagSo com os tamanhos esperados de
cerca de 1100, 1130, 1600 e 1900 pb respectivamente, tendo em conta a posigSo dos
'primers' que possibilitaram a amplificagSo. Cada um destes produtos amplificados foi
clonado no vector pZErOrM-2 (lnvitrogen) obtendo-se quatro diferentes clones cujas
sequ6ncias se sobrepunham parcialmente, correspondendo a cerca de 98% da








Figura 18. An6lise electrofor6tica em gel de 0,8% de agarose dos 6cidos ribonucleicos de cadeia
dupla isolados de plantas de N. benthamiana infectadas. M - 'DNA Ladder 1kb plus' (GtecoBRL);
1 - Bandas correspondentes ds formas replicativas do isolado GM6. As setas indicam a posigSo de
cada uma das 3 bandas obtidas.
cerca de 34 nts da extremidade 5' e a cerca de 29 nts da extremidade 3' e foram
amplificados atrav6s da t6cnica RACE. A extremidade 5' do RNA viral foi amplificada
recorrendo d adigSo de um polimero de adenina d extremidade 3' do cDNA. Numa
primeira reacgSo de PCR, foi amplificado um fragmento com cerca de 330 pb, o qual se
utilizou como molde para fazer um segundo PCR em que se obteve um fragmento para
clonar com cerca de 170 pb. Dos v6rios clones positivos obtidos, quatro foram
sequenciados e todos eles apresentavam a mesma sequ6ncia com o residuo timina junto
ao polimero de adenina. A sequOncia da extremidade 3' foi obtida por um processo
id6ntico ao da extremidade 5', tendo-se utilizado a cadeia complementar do RNA viral
proveniente da desnaturagSo da mol6cula de dsRNA correspondente ao genoma
completo do isolado GM6. Assim, ap6s a primeira reacgSo de amplificagSo, obteve-se um
fragmento com cerca 350 nts, onde se inclula o pol[mero de adenina que se juntou ao
cDNA. A partir deste fragmento foi feito um segundo PCR, em que se obteve um
fragmento com cerca de 250 nts, o qual foi clonado. Foram tamb6m sequenciados quatro
clones independentes, em que todos eles apresentavam a mesma e com uma guanina
como residuo terminal.
A sequOncia completa de 3702 nts que compOem a totalidade do genoma do
isolado viral GM6 (Figura 19 e Anexo lV) (N0mero de acesso ao'GenBank': DQ083996)
foi determinada em ambas as direcgOes. Esta sequOncia nucleotfdica tem um conte0do
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estimado de 51 ,670/o de A+U e 48,33o/o de G+C, sendo a composigSo por bases de
27 ,09o/o de A, 23,7 4% de C, 24,58o/o de G e 24,58% de U.
1 TAG TAT ACA TAC CAA GTA TAC GAT ACC GGT GCA AGC CCG TAC ACA 45
46 GCT AAA GTG TCT AAA ATG GAG TTA CCC AAC CAA CAT AAG CAA ACT 90
lMELPNQHKOT1O
91 GCT GCT GAA GGT TTC GTT TCT TTC CTT AAC TGG CTT TGT AAT CCC ]-35
11lAAEGFVSFLNWLCNP25
135 TGG AGA CGT CAA CGT ACA GTC AAC GCT GCT GTC GCT TTT CAG AAT 180
26WRRQRTVNAAVAFQN40
]-81 AGC ATT CTT GCT ATT GAG GAC GTG GAA CAT TTC GAA GAT ATC AAC 225
4l-SfLAIEDVEHFEDIN55
225 GAA TGT TTC GAG GAA TCA TCT GGA GGC CAA TCG CAG CGC ACT AAG 270
56 E C F E E S S G G O S Q R T K 70
27)- GTT GTC GCT GAA GGG GCT TAT TCT CCC GTA A'U\ TCC GAA CGC ACC 315
Tl,VVAEGAYSPVKSERT85
315 CGC CGA GTC CGC AAG CAA AAG AAG GCC AAA TTC GTC AAA TAT TTG 350
86RRVRKAKKAKFVKYLlOO
361- GTT AAT GAG GCT CGT GCC GAG TTT GGT CTC CCC AAA GCT ACA GAG 405
101 V N E A R A E F G L P K A T E 115
406 GCC AAT CGA CTC ATG GTG CAA CAC TTC CTG CTC CGA AGG TGT AAG 450
115 A N R L M V O H F L L R R C K 130
451. GAT TGG GGG GTT GTC ACA TCC CAG TGC CAC AAC AAT GTT GCA CTC 495
131 D W G V V T S Q C H N N V A L 1.45
495 GCC TTG ACT CTC GTG TTT GTC CCA ACA GAG GAT GAT TTG CTG GCG 540
L46 A L T L V F V P T E D D L L A 160
54L CGA GCT ATG ATG AAC ACG TAC AAG ACG AGG TCT GCG GTC CGT GGT 585
161 R A M M N T Y K T R S A V R G 1.75
586 ATG GAC AAC CTC CAA GGT GAG GGG TGG TGG AAC AAC AGG CTT GGC 630
776 M D N L Q G E G W W N N R L G 790
531 ATA GGT GGC CAG GCC GGC TGG GCC TTT CGG GCC AAG TAG GGG TGC 675
191 I G G Q A G W A F R A K * G C 205
676 CTA GAG AGG AGG CCG GGG TTT TCC ACG TCT GTT TCG CGT GGA AAC 72O
206 L E R R P G F S T S V S R G N 22O
721. CAC CCC GAT CTG GTG GTC AAA CCA TCA GGA CAC CCC GAG AAA CAG 765
221. H P D L V V K P S G H P E K Q 235
766 CGT CAG TTG TTA CGC TAT AGT GGA ATT GGC GGC CAT TTA TTA ATC 810
236 R Q L L R Y S G I G G H L L I 250
811 GGC ATC CAC AAC AAC TCT CTC TCC AAC TTG CGT AGG GGC TTA ATG 855
251. G I H N N S L S N L R R G L M 265
855 GAG AGA GTA TTC TAC GTT GAG GGA CCC AAT GGG CTC CAA GAC GCC 9OO
266 E R V F Y V E G P N G L O D A 2BO
9O]- CCT AAA CCC GTT CGG GGG GCA TTC AAC TCC CTG AAT AAG TTT CGA 945
2BI P K P V R G A F N S L N K F R 295
946 GAC CTA TAT ACC AAA AAT AGT TGG CGT CAT TCC CCT GTA ACC AAT 990
296 D L Y T K N S W R H S P V T N 310
99L GAA CAA TTC TTG ATG AAT TAC TCG GGC AGG AAA CTA ACT ATT TAC 1035
311 E Q F L M N Y S G R K L T T Y 325
1036 A;U\ GAJ\ GCG GTT GAT AGT TTG TCG CAT CAA CCA CTT AGC TTA CGG ].080
326 K E A V D S L S H O P L S L R 340
108]- GAC TCG AGG CTG AAG ACT TTC GTT AAG GCC GA,i\ NU\ CTT AAT CTG 1-L25
341- D S R L K T F V K A E K L N L 355
L1,25 AGC AAG AAG CCA GAT CCA GCA CCC CGG GTC ATT CAA CCC AGG TCA ILTO
355 S K K P D P A P R V I Q P R S 370
LL71, CCT CGG TAC AAC GTT TGT TTG GGT CGT TAT CTA CGT CAC TAT GAA L21-5
371. P R Y N V C L G R Y L R H Y E 385
L2L6 CAC CAC GCG TTC AAA ACC ATT GCT AAA TGC TTT GGG GAG ATC ACG L26O
386 H H A F K T I A K C F G E I T 4OO
L261. GTC TTT AAA GGG TTT ACT CTA GAG CAA CAA GGC GAA ATC ATG TTT 1305
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401 V F K G F T L E O O G E ] M F 415
1306 TCG AAG TGG AAG AAA TAT GTT AAT CCC GTC GCC GTT GGA CTC GAT 1350
4L6 S K W K K Y V N P V A V G L D 430
1351 GCA AGT CGG TTC GAC CAA CAC GTG TCA GTT GAA GCA CTT CAA TAT ]-395
43A A S R F D Q H V S V E A L Q Y 445
1396 GAG CAT GAA TTT TAC ATT AGA GAT TAC CCG AAT GAT AAA CAG CTA L44O
445 E H E F Y I R D Y P N D K O L 460
1-441- AAA TGG TTG TTA AAG CAA CAA CTG AGC AAT ATT GGC ACA GCG TTT 1485
451- K W L L K O O L S N I G T A F 475
1.486 GCT AGT GAT GGC ATC ATA AAG TAC AAG AAG GAG GGT TGT CGT ATG 1530
476 A S D G I I K Y K K E G C R M 490
1531 AGT GGA GAT ATG AAC ACC AGT TTG GGC AAT TGC ATT CTC ATG TGT 1575
49L S G D M N T S L G N C I L M C 505
1,576 GCG ATG GTC TAC GGG TTG AAG GAA CAC CTG GGC ATA AAT TTA TCC 1,620
506 A M V Y G L K E H L G I N L S 520
1,621, CTT GCC AAT AAT GGG GAT GAC TGC GTC ATT GTC TGT GAG AAA GCG L665
521- L A N N G D D C V f V C E K A 535
1"656 GAT TTG AAG AAA TTG ACA AGC AGC ATC GAA CCA TAT TTT AGG CAA ]-710
536 D L K K L T S S I E P Y P R O 550
A7I. TTT GGA TTC AAA ATG GAG GTG GAA CAA CCC GTA GAT ATA TTT GAG L755
551 F G F K M E V E Q P V D I F E 555
1,756 CGC ATT GAG TTT TGT CAA ACC CAA CCT GTG TTC GAT GGC TAC CAA ]-8OO
566 R I E F C Q T O P V F D G Y O 5BO
1BO1 TAC ATC ATG GTT CGA AAA CCC TCG GTA GTC ACT TCG AAG GAT GTC 1845
581 Y I M V R K P S V V T S K D V 595
1846 ACT AGC TTA ATC CCA TGC CAG AAT CAG GCT CAA TAT GCA GAA TGG 1B9O
596 T S L I P C Q N O A Q Y A E W 510
189]. CTG CAA GCT GTG GGT GAG TGC GGA ATG AGT ATC AAT GGT GGA ATA 1935
611 L Q A V G E C G M S T N G G I 525
1935 CCT GTT ATG CAG AAC TTT TAC CAT ATG CTC CAA ACT GGA GTT AAA 1980
525 P V M Q N F Y H M L Q T G V K 640
1981 CGC ACC AAA TTC ACC AAG ACC GGC GAG TTT CAG ACG AAC GGG TTG 2025
641. R T K F T K T G E F O T N G L 655
2026 GGG TAT CAC TCT AGA TAT ATG CAT AGA GTG GCC CGA GCC ATT TCG 2O7O
656 G Y H S R Y M H R V A R A I S 6'70
2O7L CCC GAA ACC CGT TTA TCC TTC TAT TTA GCG TTC GGT ATC ACA CCA 2LL5
677 P E T R L S F Y L A F G I T P 585
2LL6 GAC CTT CAG GAA GCA CTG GAG GCC TTT TAT GAT ACC CAT ACG CTT 21.60
686 D L O E A L E A F Y D T H T L 7OO
21,61, GAG TTG GAT GAT GTT GTC CCA GTT GAT ACC TAC CAA GTA TCA GGA 2205
7OL E L D D V V P V D T Y Q V S G 7T5
2206 GAG CAT TTG ATC AAT GGA TTA CCA AAC TGA GGT TAG TGA GGA TAA 2250
TT6EHLINGLPN*724
MDYQTEVSEDN].l
225L CGT GAG CGT ACG CGG TCG GGC TAG GAG GGG CAC TGA GGA TAA GAA 2295
12VSVRGRARRGTEDKK26
2296 GCA CAA TGG ATC GGG ATT AAC TGG CGT TAA GCG TCA TGC GGT GAG 2340
2lHNGSGLTGVKRHAVS4l
2341. TGA AAC ATC TCA GAA ATC ACA GCA AGG TAC TGG CAA CGG CAC GAT 2345
42ETSQKSQQGTGNGTM56
2385 GAC CAA CAT AGC TGA AGA GCA GAC CAT TAC CGT GAC ATA CAA CTT 2430
57 T N I A E E Q T I T V T Y N F 17
2431 TAA CTT TTA GTT ATG GCT GTG TGT CGC TGT TGT GAT ACT TCA CCA 2475
MAVCRCCDTSPll
12 N F *
2476 GGT ATT ACA TTA TTC CCT TAC TTT GCT ATT CTC ATT CTC ATC CTT 2520
T2GITLFPYPAILILIL26
2527 GCA ATA TTA GTT GTT GGA ACT CCA AAC CAG CAA TAT CAT CAT TCT 2555
2TATLVVGTPNOOYHHS4I.
2555 CCT AGT ACT TAC GAG TAT AAG ACT CAA CAC ATT TCG ATC GCA AAA 25LO
42PSTYEYKTQHTSIAKs6
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261.1. TAG ACA TTT CGC AAC TCT CTC AAC ATG GTT AAT TAT TAC TGG GAT 2555
* Ni V N ! i i,j L, ',7
2656 AGT CGA ATT CAG AGG TGG TTC TAC GAA AGT GGA CCA CAG CGT GTC
,jIitQRi.iF"rFt SGi,r:lir,;
27OL CGA ACA TAT ATG AAA GCG GAT TTC ACC CCA CCA AAC GGC AAA CTG
:.:, it '.l Y lil I( l\ I.-r f' I' P P N ,:,1 ii L
2745 CCT GCC CGC AAG ACT AAA AGG TCA CCC CCG AAT AGG GGC AAC CTC
."]8 P A P, t.: T I,i R ;- P P N R C }'I I,
2791, CAG GTT CTT CCG GTT ACA GCA CCC GCT GCT GGT GGA GTG ATC TCC
5-j Q V L P',,i't' A !, A A G G \": t S
2836 ACA AGA AGA CGC GTT CCT CGA ATT ACT ACT ACT AAT GAG CAG ACT
68"t'P.i?i?v-PP-lI1'Tl'l[(.)1-
2881 GTC GTG AGA AAC ACA GAA ATC ATA AGT GCC ATT AAC TCT GCC GCT
8l -,./ V R N 'l' Ei I 1 ri A I N S A A
2925 CTA GGT GCA TTT TCG GCG ACC ACT GTC ACG GTG ATC CCG TCC AAC
98 I, G A F S A. T T' i/ T V I P I] L]
2971. CTC TCA TGG TTG GCA GGG TTG TCC GAT TTG TAC AGC AAG TAC CGT
1.1 .] L S W L A C; T, S D L Y S I] Y R
3015 TGG CGC AAG CTC CGG TTT ATT TAT ATT CCG GTC TGC CCA ACC AGC
_l 2',8 i^i R K 1, In F', t Y I P V (' f, 'f :l
3051 ACA CAA GGC AAT GTC TCT ATG TCA CTA TCA TTC GAC AGA ATC GAT
1,1 I T Q G l.I V _c I'i S i, S F D ,?. l f)
3105 GCG CAG CCA ACA AGC ATC ACT CAA ATG CAA CAG GGC TAC CGT GCC
158 A Q P T S ] ']' Q M O O G '1 F. A
3151 ATC ACG TTC CCG CCT TAC GCG GGG TAT GAT GGT GCT ATG GCC TTG
173IT'FPPYAGVDGAMAL,
3196 TCG TCC TTC GGC AAC ATT CCT GGA ATG GTT GTC GTC GAT GTG GAC
IB8 S S F G N I P C] M V V !' D V i)
3241, TGT GCA CGA ATG GAC AAG TTG TGG TAT CCT AAT GTT ACC CTG GCC
t).()) al A F. M il ii l, ',^1 'f P N \' T l, A
3286 ACC TTC CTT GCC ATG GCA ACT AAC ATC CAG AAC GGA TAT TGC GGA
218 i' F L A M irr "l' l'J t Q-r N G 1 C' G
333]- GTA ACC CTG TCC ACT GCA AGT GAT CAA GGG CCA GCC GCC GCC ACT
23,1 V T L S T A !J D ] G P A A A T
3376 AAC TTT GGC CAA GTG TTC TGC CAG TAC GAA ATC GAA TTT ATA GAA
24t| N F G Q V F (l Q'i' E I Fl F I E
342L CCA GTG AAC CCA ACT GTC AAT GTG TAA CCA CAC AAC GAT GGG TGA
:161 1,) V l.J P r -,,' Nr \., r
3465 GTT GCG TAA CTG TGT CAA TTC CTA AAG GTT TTA GTA GAG CGG TAA
3511 GCA AGA CGG ATC CTG GGA AAC AGG TTT AAC GGG CTG GGG GTG GTG
3556 CCC CGG CCG TCG CAT CAC TTG CTG ATA CAA TCT ACA AGG CCC ATG
3501 GAA GGG TCT GCA CAG GTA TCC ACG CCA AGG ACG GGG CGA AAG TCT
3545 CGG ACG GGG GGT AGT GGA CCC AAC ACC AGA TTG AGG GGC TTT TGC










































Figura 19. Sequ€ncia completa de bases do genoma do isolado viral GM6. A sequ6ncia de
amino6cidos deduzida para as proteinas codificadas pelo RNA viral 6 apresentada na parte inferior
da sequGncia, com diferentes cores para cada provavel proteina. Os asteriscos (*) correspondem
ao codao stop.
2.7.2. OrganizaqSo do genoma
Por an6lise inform6tica com o programa BioEdit (Hall, 1999), foram identificadas 5
ORFs na sequencia nucleotidica do genoma do isolado viral GM6 (Figura 20). A NCR na
extremidade 5' tem inicio no residuo timina e 6 constitulda por 60 nucle6tidos. Esta regiao
tem um elevado conte(do de A+T (58,4o/o), que 6 consistente com as sequdncias 5'
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iniciais de outros virus de plantas (Galli ef al., 1987). A NCR na extremidade 3' 6
constitu[da por 258 nucle6tidos.
3',oH
Figura 20. OrganizagSo do genoma do isolado viral GM6. As caixas sombreadas representam as
proteinas codificadas por cada uma das ORFs: p23, pB2, p8, p6 e p30 kDa. Rt - leitura continua
('read through'), RdRp -RNA polimerase dependente de RNA, CP - cdpside proteica.
A ORF 1 comega com o codSo AUG no nucle6tido 61 e termina com um codSo
stop'amber'UAG no nucle6tido 666. Esta ORF codifica um prov5vel polip6ptido com 202
amino6cidos e com uma M, estimada em 23004 (p23). A leitura contlnua ('read through')
do codSo stop 'amber' da ORF 1 origina um polip6ptido constituldo por 724 aa com uma
M, estimada em 82484 (p82), parcialmente id6ntica d p23, que termina no codSo 'opal'
UGA (nt 2232) (ORF 2). A seguir aparecem duas ORFs centrais, ORF 3 e ORF 4. A ORF
3 sobrep6e-se aos 14 nts finais da ORF 2, situa-se entre os nucle6tidos 2219 e2437 e
codifica um polipeptldeo com 73 aa e com uma M, estimada de 8051 (p8). A ORF 4
compreende os nts de 2443 a 2610 e codifica um polipeptideo com 56 aa e uma M,
estimada de 6268 (p6). Por fim, ORF 5 comega no nucle6tido 2635 e termina no codSo
stop 'ochre' UAA na posigSo 3444, codificando um polipeptideo com 270 aa que tem uma
M, estimada de 29853 (p30).
A organizagSo do genoma do isolado viral GM6 6 muito compacta, tendo apenas
duas ICR muito pequenas. As ORF 3 e ORF 4 estSo separadas por uma ICR composta
por 5 nucle6tidos e a ORF 4 est6 separada da ORF 5 por uma ICR de 24 nts.
2.7.3. Proteinas hipot6ticas codificadas no genoma e identidade com as de outros vfrus
de plantas
2.7.3.1. Prote[na p82
Apos uma pesquisa com o programa BLAST (Altschul et a1.,1997), a protelna p82
foi identificada como sendo uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRp). Nesta
proteina foi identificado o perfil de RdRp de virus com genoma RNA de sentido positivo
(Marchler-Bauer ef al., 2003), apresenta os motivos estruturais A, B e C, responsSveis
pela formagSo do centro catalitico das RdRp (Poch et al., 1989) e o motivo altamente
conservado GDD (Karmer e Argos, 1984; Argos, 1988).
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A sequ6ncia de aminodcidos da RdRp do isolado GMG foi alinhada com a de
outros vlrus da familia Tombusviridae: OLV-lcitrino, isolado de citrino (Nfmero de acesso
ao'GenBank" NP_043907), OMMV (YP_224015), TNV-A (NP_056S25), TNV-Ach isolado
da China (AAT69238), TNV-D (BAAO0785), TNV-DH isolado da Hungria (NP_60831 1),
LWSV (NP_044740), BBSV (NP_758810), GaMV (NP_044732), MNSV (NP_041226),
TCV (NP_620720), CarMV (NP_051882) e TBSV (NP_062897), tendo mostrado
percentagens de identidade variando entre 31 ,5o/o e 97,3o/o (Quadro Xlll). Verificou-se que
a sequ6ncia de aminoScidos da RdRp do isolado GMO apresenta uma elevada
percentagem de identidade com a de alguns necrovirus, como a do isolado de citrino de
OLV-1 (97,3o/o), a de OMMV (92,1o/o), a de TNV-A (90,7o/o) e a de TNV-Ach (90,4%).
Quanto d RdRp dos restantes necrovirus, a percentagem de identidade observada foi
mais baixa, como por exemplo com a de TNV-D (34,1o/o), a de TNV-DH (35,3%), a de
BBSV (34,8o/o) e a de LWSV (33,9%). Verificou-se ainda que a RdRp do carmovirus
GaMV tem uma percentagem de identidade, com a do isolado em estudo de 51,1Yo,
superior d observada para alguns necrovirus.
Quadro Xlll. Percentagem de identidade das duas maiores protelnas (RdRP e CP) codificadas
pelo genoma do isolado GM6 com as de outros membros da familia Tombusviridae
Virus / isolado
















nd - N5o disponivel.
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A an6lise filogen6tica obtida atrav6s do alinhamento da sequ6ncia de aminodcidos
da RdRp do isolado GMO com a de v6rias sequ6ncias de membros da familia
Tombusviridae acima referidas mostra que os necrovirus formam dois grupos distintos
(Figura 21): um em que se incluem os isolados GM6, OLV-Icitrino, OMMV, TNV-A e
TNV-Ach, e outro onde se encontram os isolados TNV-D, TNV-DH, BBSV e LWSV.
Filogeneticamente, o GaMV encontra-se num ramo perto do do isolado GM6. Esta
an6lise filogen6tica 6 coerente com os resultados das percentagens de identidade obtidos
















Figura 21. Arvore filogen6tica obtida por aplicagSo do m6todo de Neighbour-Joining ap6s o
alinhamento das sequ6ncias de amino5cidos da RdRp do isolado GM6 com as de outros membros
da familia Tombusviridae. Os valores num6ricos representam os'bootstraps'.
2.7.3.2. Prote[na p30
A proteina p30 foi identificada como sendo a da c6pside proteica (CP) pelo seu
tamanho, anteriormente determinado por SDS-PAGE (ver ponto 1.4.) e pelo grau de
semelhanga da sequ6ncia do gene com outras sequ6ncias hom6logas de vfrus
pertencentes dr familia Tombusviridae, obtidas ap6s uma pesquisa BLAST, e que foram:
OLV-1tulipa, isolado de tulipa (8A855656), OLV-Icitrino (NP_043911), OMMV
(yp_224020), TNV-A (NP_056828), TNV-Acn 1nRtOOZ41), TNV-D (BAAOO79O), TNV-DH
(NP_608316), LWSV (NP_044744), BBSV (NP_758815), MNSV (NP_041231), TCV
(NP_620723), GaMV (NP_044736) e CarMV (NP_051885). O alinhamento mostrou que
existe uma maior percentagem de identidade com a sequOncia equivalente do OLV-1
isolado de tulipa (98,5%) do que com a do isolado de citrino (87,7o/o). Por outro lado, foi





cP de TNV-A (41,5o/o), de TNV-Ach 141,1o/o), de TNV-D (42,5%) de TNV-DH (42,2o/o) e
tamb6m com a de OMMV (43,3o/o) o outro necrovirus que afecta a oliveira (ver Quadro
xilr).
A 6rvore filogen6tica obtida pelo m6todo de Neighbour-Joining (Figura 22), ap6s o
alinhamento das vdrias sequ6ncias que constituem as CP virais, veio confirmar os
resultados referidos acima, isto 6, mostrou que a c6pside proteica do isolado GM6 se
encontra filogeneticamente mais pr6xima da de OLV-1 isolado de tulipa do que da do
isolado de citrino. Mais distante filogeneticamente, encontra-se a sequ6ncia de OMMV,

















Figura 22. Arvore filogen6tica obtida por aplicagSo do m6todo de Neighbour-Joining, ap6s o
alinhamento das sequ6ncias de aminodcidos da CP de GM6 com as de outros membros da familia
Tombusvirid ae. Os valores num6ricos representam os'bootstraps'.
Ap6s uma pesquisa de regi6es conservadas foi encontrado o dominio S (Shell) da
sequencia da CP, situado entre os amino6cidos 53 e 270 e tamb6m a respectiva regiao
de consenso do dominio S, designada por assinatura das CPs dos virus de plantas
icosa6dricos (Figura 23). Esta assinatura, 6 constituida por 26 amino6cidos entre os
residuos 135 e 160 com a seguinte sequ6ncia ([F\ ru]-x-[PSTA]-x(7)-G-x-[LIVM]-x-[LIVM]-
x-[F\4ff1]-x(2)-D-x(5)-P) em que x representa um qualquer aminoScido (Falquet et al.,
2002). No entanto, observou-se que na 17" posigSo desta sequ6ncia, respeitante ao
isolado GM6, se encontra o aminoScido leucina, o qual aliSs tamb6m se encontra na
mesma posigSo nas sequ6ncias equivalentes dos outros isolados de OLV-1, mas que nao
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consta da sequOncia consenso da assinatura referida por Falquet et al., (2002). Um
alinhamento feito apenas com as sequ6ncias das CPs das esp6cies de necrovirus que
apresentam as percentagens de identidade mais elevadas, veio mostrar que existem
zonas altamente conservadas, ndo s6 entre os vdrios isolados de OLV-1, mas tamb6m
entre os vlrus TNV-A, TNV-D e OMMV (Figura 23). Como zonas mais conservadas estSo
os quatro residuos de ligagdo ao Ca2*, dois residuos de 6cido asp6rtico, um de lisina, e
um de leucina, e que s6o respons6veis pela estabilidade da estrutura quatern6ria da
cSpside proteica (Oda ef a\.,2000).
GM6 1 INTN-YYIIIDSR ___.IQRWFY ESGPQRVRTY MKADFTPPNG KI,PARKTKRS PPNRGIII,E 55
Ol,v-ltulipa 1 mnil-YFWDSR ----IQRWFY ESGPQRVRTY MKADFTPPNG KLPARKTKRS PPIIRGNLQVL 55
OLV-l-citrino 1 M\rIiI-FYWDSR ----IORWFY ESGPQRVRTY IKRISPHQMA SIJPARI(TKRS PPIIRGNLQVIJ 55
TNV_A 1 MAGKKNNNNG QYIILRTPEQ QVE]DQRNAR RAQMGRMKKA RQPVQRYLQQ HGLRNGLSGR 50
TNV.D ]. MP-.KRGRVG ___.LAESFQ SKTKKQKENE YNAFQREKME RALA}INARAA -PKSSGMTFR 53
OMMV 1 MP..KRGRVG __-_LAESFO GKTKQOKRAE YEAVKREQLE RAFA}iNSKVA NPRSSGI,SFR 54
cM6 55 113
OLV-1tulipa 55 P--VTAPAAG GAISTRRRVP RITTTNEQry VRNTBIISAT NSAATGAFSA TTVTIIIPSNIJ 113
OLV-lcitrino 56 P--VIAPVAG GVISTEGHVP RITTTNEOT\/ VRNTEIISAI NSAALGAIFG NYVTVIPSNL Il3
TNV-A 51 GGYIVAPTSG GVVT-RP]VP KFSNRGDSTI VruEEILNNQ ]LAAIJGAFI\II| TNSALIAAAP 119
TNV-D 54 P--LTVPVAG SVIYSRPRVP QVRTNQMSTF VVNTELVANI TLAAAGAFSF TTQPLIPSFG 111
OMMV 55 P-_LVAPIAG SVVYSRPRVP QIRTNQMSTI VVNTELVANI TLAAAGAFSF TAQPLIPSFG ]-]-2
,(
cM6 114 173
OLV-1tu1ipa 114 SWIJAGIJSDLY SKYRWRI(LRF IYIPVCPTST QG:N\ISMSLSF DRIDTQPTSI TQMQQGYRAI 173
OLV-lcitrinol14 SWIJAGLSDTY SKYRWRI(LRF IYLPVCPTST QG:N\ISMSLSF DRIDTQPTSI TQMQQGYRAI 173
TNV_A 120 SWLASIADI,Y SKYRWLSCEI IYIPKCPTTT SGSIAMAFTY DRNDAAPTAR AQLSQSYKAI 179
TNV.D ].].2 SWLANIADLY SKWRWISCSV VYIPKCPTST QGSVVMAIVY DAQDTVPTTR TQVSQCYQSI 171
OMMV 113 SWI,ANIADI,Y SKWRWTRCSV IYIPKCPTTT OGSVVMAIVY DAQDTVPTTR TQVSQCYQSI 1.72lt
ca2*ca2*
eM5 174 233
Ol,V-1tulipa 174 TFPPYAGYDG AMAITSSFGNI PGMV\TVDVDC ARMDKLWYPN VTITATFLAMA TNIQNGYCGV 233







180 NFPPYAGYDG AAYTNSNQGA GSAIAVQLDV TKLDKPW'ITPT ISSAGFGALS VLDQNQFCPA 239
172 TFPPYAGYGG ASAI,NHKGSG GESLVSTLDT NRVDKRWYST IGNAAFTALT SIDKNQFCPA 23]"










TI,FTASDQGP AAATNFGQVF COYEIEFIEP \I}IPTVNV 270
TLFTASDOGP AAATNFGOVF CQYEIEFIEP \I}IPTVNL 270
SI.WASDGGP ATATPAGDLF IKYVIEFIEP INPTMN\I 276
TAIIAGDGGP AAATAVGDIF MRYDIEFIEP \INPSIN\I 268
TALIAGDGGP VAATAVGDVF MRYEIEFIEP INPTINV 269
I
ca2*
Figura 23. Alinhamento da sequ6ncia de amino5cidos da CP do isolado GM6, com as de OLV-
ltulipa (8A855656), OLV-Icitrino (NP_043911), TNV-A (NP-056828), TNV-D (BAA00790), e
OMMV (YP 224020). Os residuos id6nticos estSo a negrito. Os tragos indicam espagos
introduzidos para maximizar o alinhamento. A regiSo sublinhada corresponde ao dominio S da
c6pside proteica, os residuos a cinzento correspondem ao padr5o de consenso do dominio S e a
seta indica o aminodcido leucina na 17a posigSo deste consenso. Os locais de ligagSo ao cdlcio
(Ca'*) estSo indicados abaixo das sequ6ncias, junto dos aminodrcidos que favorecem essa ligagSo.
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2.7.3.3. Protefnas p8 e pO
As proteinas p8 e p6, codificadas pela regiSo central do genoma do isolado GM6,
poderSo estar relacionadas com o movimento das particulas virais de c6lula para c6lula.
De facto, estas proteinas apresentam elevadas percentagens de identidade, (93,2o/o e
100yo, respectivamente) quando comparadas com as proteinas p8 e pO do isolado OLV-1
de citrino, que t6m um papel importante no movimento das partfculas entre c6lulas
(Pantaleo et al., 1999). Elas apresentam tamb6m elevada percentagem de identidade
com as respectivas p8 e p6 dos necrovirus OMMV, TNV-A (Quadro XIV). Verificou-se no
entanto, que a percentagem de identidade com pequenas protelnas de outros necrovirus,
como o TNV-D, TNV-DH, BBSV e LWSV, 6 muito baixa, mas mais elevada quando as
comparamos com as proteinas p8 e p7 do carmovirus GaMV (Quadro XIV).
Quadro XlV. Percentagem de identidade das sequ6ncias de aminodcidos das proteinas p8 e p6


































N(mero de acesso ao'GenBank' das sequEncias proteicas dos isolados utilizados: OLV-Icitrino proteina p8
(NP_043909), p6 (NP-043910); OMMV p8 (YP_224018), pG (YP_224019); TNV-A p8 (Np_056826), p6
(NP-056827); TNV-A"" p7 (44T69239), p5 (AAT69240); TNV-D' p71 (NP_608313), p7a (NP_608314), p7b
(NP-608315); TNV-D p7r (BAA00787), p7a (BAA007S8), p7b (NP_758814); BBSV p5 (NP_758812), p7a
(NP_758813), p7b (NP_758814); LWSV p11 (NP_044742), p6 (Np_044743); MNSV p7a (Np_041229), p7b
(NP_041230); TCV p8 (NP_620722); GaMV p8 (NP_044734), p7 (NP_044735).
Na Srvore filogen6tica onde se inclulram as pequenas proteinas dos necrovirus
OLV-1 isolado de citrino, OMMV, TNV-A, TNV-Ach, TNV-D e TNV-DH, bem como as dos
carmovirus MNSV, TCV e GaMV, pode-se observar que a proteina p8 do isolado GM6
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fica no mesmo grupo que as p8 do OLV-1 isolado de citrino, dos isolados de TNV-A e do
OMMV. Por outro lado, esta prote[na fica relativamente pr6xima, em termos filogen6ticos,
da p8 do GaMV. A proteina pG do isolado GM6 forma outro grupo distinto, juntamente
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Figura 24. Awore filogen6tica obtida por aplicagSo do m6todo de Neighbour-Joining a partir do
alinhamento das sequ6ncias de aminodcidos das proteinas p8 e pG de GMG com pequenas
proteinas codificadas pelo genoma de outros membros da familia Tombusviridae. Os valores
num6ricos representam os'bootstraps'.
Realizou-se ainda uma outra anAlise filogen6tica em que se compararam as
proteinas p8 e p6 do isolado GM6, com as de outros necrovirus e carmovirus, com
id6ntica fungSo (Figura 25 A e B). Esta analise mostrou resultados semelhantes aos
observados na Figura 24, e permitiu verificar que as protelnas p5 e p7b do BBSV e p11
do LWSV, apesar de os genes que as codificam ocuparem uma posigao no genoma viral
semelhante d da p8 do GM6, s5o bastante distantes filogeneticamente. O mesmo se
















































Figura 25. Arvores filogen6ticas obtidas por aplicagao do m6todo de Neighbour-Joining a partir do
alinhamento das sequ6ncias de amino6cidos das proteinas p8 (A) e p6 (B), de GM6, com outras
pequenas protefnas localizadas em zonas identicas do genoma, de outros membros da familia




2.8. TransmissSo do isolado viral GM6 pelo solo
As plantas de N. benthamiana cultivadas durante 2 meses em solo onde
anteriormente tinham crescido outras infectadas com o isolado GM6, ndo apresentaram
nenhum tipo de sintomatologia, quer nas folhas quer nas rafzes. No entanto, quando se
inocularam extractos das suas rafzes em outras plantas de N. benthamiana, estas
reagiram com a formagSo de necroses locais (Figura 26 A), ao contrdrio das inoculadas
com extractos de folhas que resultaram negativas. Em testes DAS-ELISA usando
antisoro para o OLV-1, as amostras de raiz tamb6m revelaram valores de absorvdncia
considerados positivos para a presenga do virus (Quadro XV). Um resultado concordante
com esta identificagSo revelou-se com a aplicagSo do teste RT-PCR usando 'primers'
especfficos, que mostrou um produto amplificado, em gel de cerca de 750 pb, tamanho
esperado para infecgSo por OLV-1 (Figura 26 B). As an5lises das folhas de N.
benthamiana revelaram aus6ncia do virus em cada um dos tr€s tipos de teste realizados.
Figura 26. A - Planta de N. benthamiana revelando extensas necroses, apos ter sido inoculada
com raizes de N. benthamiana cultivada em solo contaminado com GM6. B - An6lise
electrofor6tica em gel de agarose, em que se observam os produtos de amplificagSo resultantes
de RT-PCR usando RNA total extraido de raizes (1) e folhas (2) de plantas de N. benthamiana. C+
- Controlo positivo; C- - Controlo negativo; M -'RNA Ladder, High Range' (Fermentas).
Quadro XV. Valores das absorvAncias a 405 nm dos produtos da reacgSo do teste DAS-ELISA,
para diagn6stico de OLV-1 (isolado GIA), aplicado a folhas e raizes de N. benthamiana cultivada









Experi6ncia 1 0,1 98 2,212 2,318 0,145
Experi6ncia 2 0,187 2,199 2,413 0,132
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3. T6cnicas para a detecgio de OLV-I e de TNV-D e/ou OMMV directamente em
tecidos de oliveira
3.1. Andlise das dsRNA
O teste de diagn6stico de virus com genoma do tipo RNA, baseado no isolamento
da fracgSo das dsRNA aplicou-se a tecidos de oliveira, ramos e frutos. A an6lise
electrofor6tica dos geis de agarose nio permitiu visualizar nenhuma banda
correspondente a dsRNA, mesmo nos casos em que se tinha verificado, que quando
analisadas por outros testes as oliveiras estavam infectadas com OLV-1.
3.2. ReacASo de amplificagSo por RT-PCR
3.2.1. DetecgSo de OLV-1
A aplicagSo do m6todo de RT-PCR para o diagn6stico de OLV-1 em preparaqOes
de RNA total obtidas de ramos e frutos atrav6s do 'RNeasy Plant mini kit' (Qiagen),
permitiu obter alguns resultados positivos, demonstrados pela presenga da banda
formada pelo produto amplificado, com o tamanho esperado de cerca de 750 pb,
indicativa de infecgSo por OLV-1. A banda correspondente apareceu no gel com grande
intensidade nas duas amostras de controlo positivo e foi tamb6m visivel em amostras de
frutos e de ramos da oliveira Galega vulgar drvore 1 da Herdade da Ab6boda 1F e 1R,
respectivamente (Figura 27). A banda correspondente d amostra 1F proveniente de frutos
mostrou menor intensidade do que a correspondente d amostra 1R proveniente de
ramos. As amostras 2F e 2R, correspondentes respectivamente a amostras de frutos e
ramos, da oliveira Galega vulgar, drvore 2 da Herdade da Ab6bada, nio apresentaram a
banda dos 750 pb. No entanto, esta oliveira tamb6m estava infectada com OLV-1, pois
dela se tinha obtido o isolamento viral G2A, identificado como sendo OLV-1 por testes






Figura 27. Detec7do do virus OLV-1 por RT-PCR usando RNA total extraldo de N. benthamiana
previamente inoculada com OLV-1 (C+), de ramos e de frutos de oliveiras da cultivar Galega
vutgar 6rvore 1 (1R) e (1F), e 6rvore 2 (2R) e(2F). Controlo negativo da reacqSo de amplificagSo
(C-), Marcador'1kb Plus DNA Ladder'(GIBCOBRL) (M).A seta indica a posig5o do produto de
amplificagSo esperado para OLV-1 com cerca de 750 pb'
3.2.2. DetecgSo de OLV-1 e TNV-D e/ou OMMV por RT-PCR 'single-step multiplex'
A detecgso simultdnea de OLV-1 e TNV-D e/ou OMMV por RT-PCR numa 0nica
reacqao, mostrou resultados satisfat6rios quando esta t6cnica foi aplicada a plantas de N.
benthamiana previamente inoculadas com os vfrus OLV-1 e OMMV. Pela observaqao do
gel (Figura 28 A) podemos verificar que apesar de se observarem algumas bandas nio
especificas, principalmente na amostra do pogo 1, a banda de cerca de 360 pb,
correspondente a infecgSo por OMMV, aparece com grande intensidade. Quanto d
detecgso de OLV-1, apesar de se observar a presenqa de uma banda n5o especifica, a
banda esperada de cerca de 750 pb 6 muito intensa. A detecaSo simultAnea dos dois
virus mostrou uma forte amplificagSo de ambos, tendo diminuido o nfmero de bandas
n5o espec[ficas observadas anteriormente (Figura 28 A, pogo 3)'
Quando se aplicou esta t6cnica a material vegetal de oliveiras, que se sabia
estarem infectadas com um ou ambos os vlrus por testes de diagn6stico realizados
anteriormente (pontos 1.1. e 1.2.),a anSlise porelectroforese em gel de agarose revelou
que uma infecgso m0ltipla foi detectada apenas na amostra V10A (poqo 3) (Figura 28 B).
As amostras contidas nos pogos 1 e 2, correspondentes aos produtos de amplificagSo de
RNA total extraidos respectivamente de ramos das 6rvores Galega vulgar 6rvore 1 e
6rvore 2 da Herdade da Ab6bada, confirmaram a presenga de OLV-1. As amostras das
6rvores Galega vulgar 6rvore 5 (pogo 4) e Verdeal Alentejana 6rvore 4 (pogo 5), ambas
da Herdade da Abobada, nio apresentaram qualquer banda indicativa de infecaSo viral,
embora atrav6s de testes realizados anteriormente se soubesse que estas 6rvores
estavam infectadas com OLV-1 (1.1. e 1.2.).Por fim, no poEo 6, em que se amplificou o
RNA total de ramos da 6rvore 8 da cv. Verdeal Alentejana da Herdade da Ab6bada,
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Figura 28. DetecgSo simultdnea dos virus OLV-1 e TNV-D por RT-PCR num passo. A - Gel de
agarose onde se observa o resultado da reacgSo de amplificagSo obtida a partir do RNA total
extraido de plantas de N. benthamiana. M - Marcador '1kb Plus DNA Ladde/ (GIBCOBRL); 1 - N.
benthamiana previamente inoculada com TNV-D: 2 - N. benthamiana infectada com OLV-1; 3 - N.
benthamiana infectada com TNV-D e com OLV-1; C- - Controlo negativo do PCR. B - Gel de
agarose onde se observa o resultado de uma reacgSo de amplificagSo em que se utilizou o RNA
total extraido de ramos (R) de oliveira. M - Marcador'1kb Plus DNA Ladder'(GIBCOBRL); C+ N.
benthamiana infectada com TNV-D e com OLV-1; 1 - Galega vulgar, Srvore 1 da Herdade da
Abobada; 2 - Galega vulgar, 6rvore 2 da Herdade da Ab6bada; 3 - Verdeal Alentejana, Srvore 10
da Herdade da Ab6bada; 4 - Galega vulgar, drvore 5 da Herdade da Ab6bada; 5 - Verdeal
Alentejana, 6rvore 4 da Herdade da Ab6bada; 6 - Verdeal Alentejana, drvore 8 da Herdade da
Abobada, C- - controlo negativo do PCR. As setas indicam as bandas referentes aos produtos de
amplificagSo de cerca de 750 pb (seta superior) e cerca de 360 pb (seta inferior).
3.2.3. RT-PCR usando dsRNA
As amostras de dsRNA extraidas de ramos de oliveira tal como descrito no ponto
3.1. e previamente desnaturadas, foram utilizadas como molde numa reacAao de RT-
PCR. Ap6s a electroforese dos produtos de amplificagSo obtidos, a observagao do gel de
agarose (Figura 29) revelou que apenas o controle positivo (1) e as amostras do pogo 2
(Galega vulgar, 5rvore 1 da Herdade da Ab6bada) e do poqo 3 (Galega vulgar, 1rvore 2
da Herdade da Ab6bada) apresentaram a banda com o tamanho esperado de cerca de
750 pb indicadora de infecgSo com OLV-1. As amostras dos pogos 4 e 5 (Galega vulgar,
6rvore 5 da Herdade da Abobada e Verdeal Alentejana, 6rvore 10 da Herdade da
Ab6bada, respectivamente) revelaram-se negativas, apesar de j5 ter sido sugerido por
outras an6lises que amostras destas mesmas 5rvores estavam infectadas com este virus





Figura 29. DetecgSo do virus OLV-1 por RT-PCR usando dsRNA previamente desnaturado. 1 -
dsRNA extraido de N. benthamiana infectada com OLV-1; 2 - dsRNA extraido de ramos da cultivar
Galega vulgar, 6rvore 1 da Herdade da Abobada; 3 - dsRNA extraido de ramos da cultivar Galega
vulgar,drvore 2 da Herdade da Abobada;4 - dsRNA extraido de ramos da cultivar Galega vulgar,
6rvore 5 da Herdade da Ab6bada; 5 - dsRNA extraido de ramos da cultivar Verdeal Alentejana,
Srvore 10 da Herdade da Abobada; 6 - Controlo negativo da reacgSo de amplificagSo; M -
Marcador "1kb Plus DNA Ladder' (GIBCOBRL). A seta indica o produto de amplificagSo esperado
de cerca de 750 pb.
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V. Discussio
1. Caracterizagdo do isolado GM6 e de outros isolados de OLV-I obtidos de oliveira
Neste trabalho sequenciou-se pela primeira vez o genoma de um isolado de
oliveira de OLV-1. O GM6, foi inicialmente escolhido para estes estudos por ter sido
recuperado de oliveira, produzir abundantes sintomas nas plantas indicadoras herb6ceas,
das quais foi posslvel obter quantidades de vfrus suficientes para as an6lises efectuadas
que permitiram a sua caracterizagSo detalhada. As caracteristicas bioquimicas e
serol6gicas deste isolado, nomeadamente morfologia, coeficiente de sedimentagSo em
gradientes de densidade, massa molecular do p6ptido da c6pside proteica, do RNA
gen6mico e das dsRNA induzidas em plantas infectadas, revelaram-se id6nticas ds
publicadas por outros autores (Gallitelli e Savino, 1985; Martelli et al., 1996; Merciega ef
a/., 1996).
A sequ6ncia completa do genoma do isolado GMO de oliveira tem 37A2
nucle6tidos, mais 3 do que o genoma do OLV-1 isolado de citrino (Grieco et al., 1996)
com o qual revela uma identidade de 95%. A organizagSo do genoma do isolado GMO
apresenta 5 ORFs e o nfmero de genes e a sua disposigSo s5o id6nticas d do isolado de
citrino e tamb6m d do outro necrovirus isolado de oliveira, o OMMV (Cardoso et al.,
2005).
No que se refere ds extremidades n6o codificantes do genoma, verificou-se que a
NCR 5' terminal dos isolados GM6 e de citrino, tem em ambos os casos 60 nucle6tidos
com um conte0do idCntico de A+U (58,4o/o), consistente com as de outros vlrus de
plantas (Galli ef al., 1987), mas difere ligeiramente na percentagem de cada uma das
bases: o genoma do isolado GM6 tem 36,70/o de A, 23,3% de C, 18,3o/o de G e 21,7o/o de
U e o de citrino tem 35% de A, 2Oo/o de C, 21,60/o de G e 23,4o/o de U. A NCR 3' dos dois
isolados 6 semelhante, mas o genoma do GMO apresenta mais 3 nucle6tidos terminais.
A proteina p23, codificada pela ORF1 do GM6 tem uma percentagem de
identidade relativamente baixa de apenas 50,4o/o com a p23 do isolado de citrino (Grieco
et a|.,1996). A proteina p82, codificada pela ORF2, resulta da leitura contfnua do codSo
stop 'amber' UAG da ORF1, que 6 traduzido numa glutamina (Harrel et al., 2002). Esta
protelna foi identificada como uma RdRp com base na elevada percentagem de
identidade com a RdRp do isolado de citrino (Grieco et a\.,1996) (97,3o/o), com base na
presenga do motivo altamente conservado GDD (Karmer e Argos, 1984; Argos, 1988) e
na presenga dos motivos estruturais A, B e C, respons5veis pela formagSo do centro
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catalitico das RdRp (Poch et al., 1989). N6o foram no entanto encontrados outros
motivos, o que est6 de acordo com o referido para os necrovirus por Hull (2002). Ambas
as proteinas, p23 e p82, sio funcionais na replicagSo de RNA, como foi demonstrado
para o isolado de citrino (Pantaleo et al., 1999) e tamb6m para outros membros da familia
Tombusviridae, como TCV (Hacker et al., 1992) e CymRSV (Dalmay et a|.,1993).
A proteina p30, identificada como sendo a constituinte da c6pside proteica,
apresentou uma identidade da sequBncia de 98,5% com a da c6pside do isolado de
trilipa, diferindo apenas em 4 amino6cidos. Quando comparada, por alinhamento, com a
da c6pside do isolado de citrino verificou-se uma identidade, de apenas 87,7o/o,
correspondente a uma diferenga em 32 aminoAcidos. Esta diferenga, associada ao facto
da prote[na da cdpside estar envolvida no movimento de longa distdncia dos virus
(Pantaleo et al., 1999 e 2006), poder6 ser respons6vel pela diferente sintomatologia
causada em N. benthamiana pelos dois isolados, com o GM6 a provocar apenas les6es
locais, enquanto o de citrino, e tamb6m um outro de oliveira italiano, provocarem les6es
locais e sist6micas (Gallitelli e Savino, 1985; Merciega et a1.,1996; Martelli et a\.,1996).
Na pesquisa de dominios efectuada d sequOncia da c5pside proteica do GM6,
detectou-se o domlnio S, com o padr6o de consenso tlpico dos vlrus de pequena
dimensSo, constituido por 26 amino6cidos entre os res[duos 135 e 160 (Falquet et al.,
2OO2). Contudo, observou-se uma diferenga num amino5cido da 17" posigSo daquela
sequ6ncia. Nesta posigSo, tanto no isolado GM6 como nos de citrino (Grieco et a1.,1996)
e de t0lipa (Kanematsu et al., 2001) encontra-se o amino6cido leucina. Por esta razdo,
propomos a sua introdugSo na 17" posigSo daquela sequ6ncia assinatura dos vlrus de
plantas de pequena dimensSo, passando esta a ser enunciada da seguinte forma:
(tFWVI-x-tPSTAI-x(7)-G-x-[LIVM]-x-[LIVM]-x-[FYWIL]-x(2)-D-x(5)-P). Os res[duos de
ligagSo ao Ca2* detectados no dominio S da cdpside do isolado GM6, sio conservados,
observando-se tamb6m no isolado de citrino (Grieco et a\.,1996) e no OMMV (Cardoso ef
a|.,2004).
As proteinas menores, p8 e p6, codificadas pelo RNA gen6mico de GM6 foram
consideradas funcionais no movimento da particula viral de c6lula para c6lula, por
analogia, tendo em conta as elevadas percentagens de identidade com as hom6logas do
isolado de citrino, 93,2o/o e 100%, respectivamente.
As percentagens de identidade entre as proteinas codificadas pelo genoma de
GM6 com as de id6ntica fungSo codificadas pelos genomas de outros Tombusviridae,
indicam que as protelnas p82, p8 e p6 tem uma maior identidade com as hom6logas do
carmovirus GaMV do que com as dos necrovirus TNV-D, LWSV e BBSV. Este facto
poderd dever-se ds caracteristicas do GaMV que se considera ser um vlrus recombinante
entre necrovirus e tombusvirus, como foi sugerido por Ciuffreda ef a/. (1998). A an6lise
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filogen6tica daquelas proteinas, revelou uma consistente divisSo dos necrovirus em dois
grupos distintos. Um grupo que engloba os isolados de OLV-1 GM6, de citrino, OMMV e
os isolados de TNV-A, e outro grupo, que engloba LWSV, BBSV e os isolados de TNV-D.
Estes resultados estSo em concorddncia com outros anteriores que mostram que os
necrovirus LWSV e BBSV t6m uma maior identidade e estSo mais pr6ximos
filogeneticamente, do TNV-D, do que de qualquer outro necrovirus (Cao ef a1.,2002; Lot
et al., 1996). Esta separagSo dos necrovirus reflecte as diferengas encontradas nos
genomas virais dos necrovirus comparados, e 6 consistente com a separagSo dos
isolados TNV-A dos de TNV-D baseados nas propriedades dos TNV-A suportarem a
replicaqSo do vlrus sat6lite de TNV ao contr6rio dos TNV-D. lsto contraria em definitivo o
conceito hist6rico de se considerarem TNV todos os vfrus capazes de induzir necroses
locais, mas n5o sintomas sist6micos em plantas de tabaco (Stuart et al.,2OO4).
O OMMV surge filogeneticamente muito pr6ximo do OLV-1 e do TNV-A,
principalmente na regi6o da RdRp, correspondente d p82, e tem uma identidade com a
regiSo hom6loga relativa aqueles vlrus de 91,2o/o e de 90,7%, respectivamente. Jd no que
diz respeito d sequ6ncia da cSpside proteica, o OMMV surge num ramo da 5rvore
filogen6tica junto do TNV-D com o qual tem uma identidade de 86,20/o. Estes dados
suportam a possibilidade anteriormente avangada do OMMV ser um virus recombinante
entre OLV-1 (ou TNV-A) e TNV-D (Cardoso et a1.,2005). Tamb6m o GaMV, provSvel
vlrus recombinante, aparece num ramo filogen6tico muito pr6ximo dos necrovirus
nomeadamente do grupo que engloba os isolados de TNV-A, OLV-1 de citrino, OMMV e
o isolado de OLV-1, GM6, de oliveira.
Dever6 notar-se no entanto que o OLV-1, apesar de filogeneticamente pr6ximo do
TNV-A no que se refere aos v6rios produtos dos seus genes, s6o distintos na
organizagSo, n0mero e arranjo, dos respectivos genomas.
Os fen6menos de recombinagSo entre mol6culas de RNA s6o frequentes durante
o processo de replicagSo viral e constituem uma importante via de evolugSo (Lai, 1992;
Cheng e Nagy, 2003; Froissart et a1.,2005). Os mecanismos de recombinagSo mais
frequentemente usados pelos virus com genoma RNA sdo: i) 'Copy-choice', em que a
enzima RdRp muda de RNA molde durante o processo de slntese do RNA complementar
(cRNA) para outra mol6cula de RNA receptora, utilizando-a como novo molde
prosseguindo a sintese de cRNA e ii)'Quebra e ligagSo'('breakage and ligation') no qual,
ap6s quebra de mol6culas diferentes de RNA ocorre a ligagSo entre fragmentos de
diferente origem e a consequente formag6o de novas mol6culas de RNA, eventualmente
funcionais (Cheng e Nagy, 2003). A recombinagSo, seja qual for o mecanismo, pode
originar extensas delec96es relativamente d sequOncia nucleotidica da mol6cula de RNA
gen6mica original, resultando na formagSo de mol6culas mais pequenas, RNAs subvirais,
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e que dependem da replicase viral para a sua pr6pria replicagSo mediante a sintese das
respectivas dsRNAs. Aquelas mol6culas subvirais s6o chamadas 'defective interfering'
(Dl) RNA se interferirem com a replicagSo do RNA viral alterando a expressSo dos
sintomas nas plantas, caso contr6rio sio chamadas apenas 'defective' (D) RNA e, se
forem encapsidadas, chamam-se virus'defective'(Ayll6n et a|.,1999; Hull, 2OO2; White e
Nagy, 2004). A an5lise de dsRNAs induzidas pelo isolado GM6 em tecidos de N.
benthamiana ndo revelou quaisquer mol6culas de dsRNA para al6m das 3 com os
tamanhos de cerca de 3700 pb, 1500 pb e 1300 pb, iddnticas ds isoladas por Merciega et
a/. (1996) de plantas infectadas com OLV-1. Estas mol6culas correspondem, a primeira,
ao genoma inteiro encapsidado e as outras duas mais pequenas ds formas replicativas
dos RNAs subgen6micos sg1 e sg2. O RNA sg1 6 bicistr6nico, codifica os polipeptideos
p8 e p6 e o RNA sg2 6 monocistr6nico e cont6m o gene da c6pside proteica (Pantaleo ef
a/., 1999). A presenga de Dl e D RNAs s5o relativamente comuns em infec96es causadas
por Tombusviridae especialmente tombusvirus como 6 o caso do TBSV, TCV e CymRSV
(Burgyan et al., 1989; Hull, 2002), mas neste estudo, n6o foram pesquisadas as
populaq6es de ssRNA nos tecidos infectados, com caracterlsticas de Dl ou D RNAs.
A recombinagSo ocorre com mais frequ6ncia no decurso da replicagSo de virus
taxonomicamente pr6ximos que apresentem caracteristicas comuns, como 6 o caso dos
g6neros Carmo- e Tombusvirus, ambos pertencentes d famllia Tombusviridae (Cheng e
Nagy, 2003). Os virus OLV-1, TNV-A e TNV-D s5o membros desta famflia, o que confere
suporte d proposta do OMMV ser um novo virus proveniente da recombinagSo dos
necrovirus detectados em oliveira. Al6m das caracterfsticas gen6ticas e biol6gicas
comuns, aqueles necrovirus ocorrem muitas vezes simultaneamente numa mesma
oliveira, no campo, o que torna ainda mais plausfvel que o OMMV resulte de um
fen6meno de recombinagSo. A ocorr6ncia de infecg6es mistas em oliveira, com OLV-1 e
TNV (/. s.) ficou demonstrada neste estudo, quando por exemplo, os isolados virais
obtidos deste hospedeiro, designados VA10 e 41P2, reagiram positivamente com os dois
antisoros especfficos para aquelas esp6cies virais. No entanto, e neste caso poderemos
tamb6m estar em presenga de vlrus com c6psides mistas, isto 6, com subunidades de
OLV-1 e de (TNV /. s.), que 6 um fen6meno que ocorre com alguma frequ6ncia na
natureza, apesar de ser dificilmente detectado por testes ELISA (Creamer e Falk, 1990).
Para al6m do isolado GM6, foi feita uma caracterizagSo breve dos 23 isolados
virais obtidos de oliveira. Estes isolados apresentaram, ap6s inoculagSo mecdnica, uma
gama de hospedeiros herb6ceos susceptiveis e sintomatologias muito semelhantes entre
si. Al6m disso, as propriedades fisicas (sedimentagSo em gradientes de densidade) e
bioquimicas (massa molecular da c6pside proteica e do RNA viral) sugeriam tratar-se de
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necrovirus (dados nio apresentados). Para efectuar uma primeira distingSo entre eles,
foram realizados testes DAS-ELISA, com antisoros especificos para OLV-1 e para uma
larga gama de TNV (/. s.). Apesar do pequeno nfmero de isolados virais estudados,
aparenta haver alguma predomindncia de OLV-1 (14 isolados obtidos de 16 5rvores
testadas) nos olivais do Sul de Portugal, nomeadamente do Alentejo, enquanto que TNV
(/. s.) (5 isolados obtidos de 7 5rvores testadas) mostra maior predomindncia no Norte do
Pais. Resultado id6ntico foi obtido por Varanda (2005), quando testou por RT-PCR, um
campo de 161 clones da cultivar Negrinha de Freixo, no Norte do Pais e encontrou 34
6rvores infectadas com TNV-D e/ou OMMV e apenas 1 com OLV-1.
O antisoro utilizado, nestes estudos, em DAS-ELISA para o diagn6stico de TNV 6
uma mistura artificial de antisoros especificos para cada uma das v6rias esp6cies e
isolados deste virus, o que n6o nos permite identificar a esp6cie ou serotipo de cada
isolado em estudo, que poderSo ser TNV-A, TNV-D ou OMMV. Este tiltimo vlrus tamb6m
reage serologicamente com o antisoro para TNV (/. s.) em concorddncia com o facto da
sua c6pside proteica ser muito semelhante d do TNV-D, como referido anteriormente.
Dos 18 isolados obtidos de oliveira e serologicamente identificados como OLV-1,
17 foram analisados por RT-PCR 'single-step' e 15 apresentaram o produto de
amplificagSo esperado. Os outros dois, o V4A e o A4P2, n5o originaram qualquer produto
de amplificagSo, em vdrias reac96es de RT-PCR, feitas com RNA molde obtido de
diferentes extrac96es. Este resultado 6 muito interessante sugerindo que o genoma
encapsidado difere consideravelmente do de OLV-1. A confirmar-se, aqueles dois
isolados poderSo ter resultado de i) um fen6meno de transencapsidagSo, como descrito
para alguns virus, em casos de infec96es mistas, como 6 o exemplo de algumas estirpes
de Barley yellow dwarf virus (Creamer e Falk, 1990), ou ii) mutag6es na sequ6ncia
gen6mica no local de hibridagSo dos 'primers' usados na reacgSo de RT-PCR,
impossibilitando a sua amplificag6o. Tamb6m Fonseca et al. (2005) verificaram que
alguns isolados virais serologicamente identificados como Prune dwarf vrrus (PDV)
quando sujeitos a IC/RT-PCR n6o produztam o produto de amplificagao esperado
sugerindo que o genoma encapsidado nas partlculas ndo seria tipico do PDV. A
ocorr6ncia de mutag6es no genoma de virus com RNA 6 muito frequente e resulta da
incapacidade de a RNA polimerase corrigir os erros cometidos durante a replicagSo
molecular, originando o aparecimento de variantes gen6ticas dos vfrus parentais (Vives ef
al., 2002; Elena e Sanju6n, 2005). Segundo Holland e Domingo (1998) as taxas de
mutagSo de um nucle6tido, num genoma de RNA, pode variar entre 10-3 e 10{ por cada
10 kb. Este facto origina misturas de virus com genomas mutantes nos tecidos infectados
diferindo uns dos outros num ou em v6rios nucle6tidos e dando origem a uma populagSo
viral formada por quasispecies (Roossinck, 1997; Holland e Domingo, 1998; Hull, 2002).
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A an6lise de SSCP demonstra uma grande sensibilidade para a detecgSo de mutag6es
pontuais e diferentes polimorfismos de mol6culas de DNA (Orita et al., 1989) de
tamanhos que podem ser superiores a 700 nts (Rubio et a|.,1996). Os resultados obtidos
neste estudo relativamente d an6lise de SSCP dos produtos amplificados por reac96es
de RT-PCR aplicados aos isolados de OLV-1, sugerem, apesar do nfimero relativamente
reduzido de isolados analisados, a natureza de guasispecies deste vlrus, tal como
conceptualizado por Roossinck (1997). V6rios dos isolados originaram mais do que um
padrSo de SSCP, com v6rias conformag6es est6veis das mol6culas dos amplificados o
que pode corresponder d presenga de diferentes variantes na mesma 5rvore. Este tipo de
observagSo ocorre com muita frequ6ncia em plantas lenhosas e instaladas no terreno
durante muitos anos (D' Urso ef al., 2003) como 6 o caso da oliveira. Por outro lado,
isolados obtidos de oliveiras contfguas, como 6 o caso dos G1A e G2A, apresentam
padr6es de SSCP diferentes. Estes resultados sio concordantes com os obtidos por
Fadel et al. (2005) e Essakhi et al. (2006) em andlises de SSCP realizadas com isolados
de OLYaV obtidos de oliveiras de campo. Tamb6m D' Urso et al. (2003) e Turturo ef a/.
(2005), nos seus estudos com os virus Citrus tristeza virus e Grapevine leaf roll
assoclafed virus 3, respectivamente, n5o encontraram nenhuma correlagSo entre a
localizagSo geogr5fica e os padr6es de SSCP relativos aos amplificados correspondentes
aqueles vfrus e observaram uma ampla variabilidade de isolados em plantas cultivadas
dentro da mesma parcela.
A variabilidade dos padr6es electrofor6ticos de SSCP dos produtos amplificados
podem tamb6m corresponder d presenqa nos tecidos infectados de mol6culas de Dl ou D
RNA, uma vez que as reac96es de RT-PCR incidiram sobre frac96es de RNA total das
plantas infectadas e os 'primers' usados permitem uma amplificagSo de uma regiSo
relativamente pequena, de cerca de 750 nts.
2. Epidemiologia de OLV-1
As particulas virais do isolado GM6 s5o libertadas para o solo pelas ralzes das
plantas infectadas, ou por decomposigSo das raizes destas, e ai permanecem vi6veis
pelo menos durante 8 semanas. Adicionalmente t6m a capacidade de, atrav6s do solo
infectar ralzes de plantas de N. benthamiana na aus6ncia de um vector biol6gico, tal
como referido por Martelli et al. (1996) para o isolado de citrino de OLV-1 em plantas de
V. unguiculafa. Estas observag6es mostram que o solo pode actuar como um reservat6rio
de particulas virais, o que 6 um factor de grande importAncia na epidemiologia do OLV-1,
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principalmente se se verificar na cultura da oliveira, com importantfssimas implicag6es
nas actividades de multiplicagSo de estacas em viveiros, e de mobilizagSo de terrenos
dos olivais. Este facto pode ter contribuldo significativamente para a grande dispersSo
deste virus no campo demonstrando ser um virus muito bem adaptado a diferentes
ambientes, regi6es e culturas, encontrando-se presente em hospedeiros t6o diversos
como a oliveira, a t0lipa e os citrinos. Tamb6m a sua transmissSo por semente (Saponari
et al., 2002b) ter6 certamente facilitado a sua dispersSo em muitos paises olivicolas, tais
como, ltdlia, Portugal, Jorddnia, Turquia, Libano e Sfria, onde em 6pocas mais remotas, a
propagagSo da oliveira se fazia por semente e a selecgSo posterior de gen6tipos com
interesse, ainda hoje, incide sobre essas 6rvores. Actualmente, em algumas regi6es,
nomeadamente no Sul de !t5lia, a propagagSo da oliveira ainda se faz por enxertia,
usando porta enxertos originados de semente proveniente de variedades de f5cil
enraizamento e resistentes ou tolerantes a solos e condiq6es mais desfavor6veis.
3. Diagn6stico de OLV-1, TNV-D e/ou OMMV directamente de tecidos de oliveira
A an6lise por electroforese em gel das dsRNA extraldas de tecidos de oliveira,
nas nossas condig6es, revelou que por si s6, n5o constitui um m6todo de diagn6stico
fiSvel para a detecgSo de virus neste hospedeiro. Os resultados geralmente obtidos foram
sempre negativos, apesar de se saber, por outros tipos de testes, que as 6rvores
utilizadas estavam infectadas. Estes resultados estSo de acordo com os obtidos por
Varanda (2005), mas diferem dos de outros autores que obtiveram elevadas taxas de
infecgSo quando analisaram as dsRNA extraidas de material vegetal de oliveira (Martelli
et al., 1999; Grieco et a1.,2000a; b; Saponari et al., 2001). Uma explicagSo posslvel para
esta discrepAncia na sensibilidade deste m6todo poderd residir no facto de termos
testado predominantemente frutos em vez de ramos e / ou a presenga de polissacdridos
ou de pigmentos dos frutos, possa ter impedido a extracqSo correcta das dsRNA e
contribuido paru a nio visualizaqdo de bandas de dsRNA nos g6is (Alkowni, 2000).
Tamb6m a utilizagSo, neste trabalho, de g6is de agarose em vez de poliacrilamida e da
coloragSo com brometo de etidio em vez de nitrato de prata, pode ter contribu[do para
uma perda de resolugSo no que diz respeito d presenga de mol6culas de dsRNA pouco
concentradas. Apesar de in0meras vezes se ter tentado utilizar este m6todo de coloragSo
do gel, este nunca funcionou satisfatoriamente.
No entanto, estas preparag6es da fracgSo de dsRNA isolada de tecidos de
oliveira, quando usadas em reac96es de RT-PCR, utilizando os'primers'especlficos para
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OLV-1, originaram resultados positivos em amostras que tinham dado resultados
negativos por an6lise pr6via por electroforese em gel. Estes resultados demonstram que
a quantidade de dsRNA extra[da ndo era suficiente paru a sua visualizagdo em gel e que
os cerca de 20 g, de material vegetal de oliveira utilizados para a extracgSo sdo
claramente insuficientes. A utilizagSo de dsRNA, como molde em reac96es de RT-PCR
apresenta importantes vantagens, i) as mol6culas de dsRNA t6m uma maior estabilidade
do que as de ssRNA e n5o necessitam de muitos cuidados anti-RNase, ii) evita o recurso
a kits de extracgio de RNA total, que s5o normalmente muito caros e iii) as amostras de
dsRNA podem ser guardadas por longos perlodos de tempo, o que permite realizar v6rios
testes utilizando sempre a mesma amostra de RNA (Nolasco et al., 2000). Assim, a
fracgSo de dsRNA, poder6, com vantagem, ser adoptada em testes de rotina, para
diagn6stico viral, baseados em RT-PCR.
Os testes baseados em RT-PCR t6m elevada especificidade e sensibilidade, e
t6m mostrado ser o meio de diagn6stico mais fi5vel, principalmente para vlrus de plantas
lenhosas. Com a aplicagSo destes para a detecgSo de OLV-1 obtiveram-se resultados
positivos tanto utilizando amostras de ramos como de frutos. No entanto, o produto de
amplificagSo de OLV-1 a partir de frutos 6 menos concentrado do que a partir de ramos.
lsto sugere que a concentragSo viral 6 superior nos ramos do que nos frutos, ou que os
frutos contOm algumas substdncias que interfiram na reacgSo de PCR (De Nino et al.,
1997; Wilson, 1997).
Os testes de RT-PCR 'single-step', que permitem uma economia de tempo,
tamb6m possibilitam a detecgSo de OLV-1 em plantas de N. benthamiana infectadas. No
entanto, este teste n6o foi aplicado a plantas de oliveira, por se ter dado prefer6ncia d
optimizagSo do RT-PCR'single-step multiplex'para a detecgSo simultdnea dos necrovirus
que infectam a oliveira. Este teste reduz o tempo necess6rio para o diagn6stico e o custo
em reagentes e permitiu-nos diagnosticar infec96es mistas e simples. Contudo, a sua
aplicagSo ndo detectou algumas infecg6es em amostras, que por outros estudos, se
sabiam estarem infectadas, situagSo que se est6 actualmente a investigar.
Os resultados obtidos com este trabalho mostraram que os testes de RT-PCR s5o
mais eficientes para o diagnostico viral em plantas lenhosas, apesar de algumas
discrepdncias encontradas. Os falsos negativos obtidos, quer nos testes de an6lise de
dsRNA, quer nos baseados em RT-PCR, podem ser justificados pela irregular distribuigSo
dos virus em plantas lenhosas e pela variagSo da concentragSo viral ao longo do ano
(Martelli, 2000). Estas observaq6es determinam que, para um correcto diagnostico viral
em plantas lenhosas, como a oliveira, seja tomada paru andlise, uma amostra composta
por 6rg5os provenientes dos vSrios quadrantes da 6rvore, em diferentes 6pocas do ano e
preferencialmente em mais do que um ano.
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4. Perspectivas futuras
De entre as linhas de investigagSo futura abertas no decorrer do presente
trabalho, surgem como prioritSrias a an6lise gen6mica detalhada de alguns isolados
virais, cujo comportamento se revelou diferente do esperado. Esses isolados podem
reunir-se em dois grupos: i) os que se revelaram serologicamente reactivos com o
antisoro para OLV-1, mas cujas reac96es de RT-PCR ndo os identificaram como
pertencentes a essa esp6cie, e ii) os que reagiram serologicamente em simult6neo com
os antisoros para OLV-1 e TNV (f s.). A ocorrCncia de fen6menos de recombinagSo
gen6tica, como os que originaram OMMV, facilitada pelas infec96es mistas vdrias vezes
observadas e justificadas at6 certo ponto pela variabilidade dos padr6es de SSCP,
poder5 ser esclarecida.
Tamb6m neste estudo, se demonstrou a transmissSo pelo solo e na aus6ncia de
vectores biol6gicos, do isolado GM6, a plantas de N. benthamiana. Neste momento,
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Sequ6ncias nucleotidicas de cada um dos fragmentos A, B, C, AB e das extremidades 5'e 3'
que originaram a sequ6ncia completa do genoma do isolado viral GM6
















TAGTATACAT ACCAAGTATA CGATACCGGT GCAAGCCCGT ACACAGCTAA AGTGTCTAAA
....1....t ....t....t ....t....t ....t....
70 80 90
ATGGAGTTAC CCAACCAACA TAAGCAAACT GCTGCTGAA




GGAGGGGCAC TGAGGATAAG AAGCACAATG GATCGGGATT AACTC'GCGTT AAGCGTCATG
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
70 80 90 l_00 1 1-0 L20
CGGTGAGTGA AACATCTCAG AAATCACAGC AAGGTACTGG CAACGGCACG ATGACCAACA
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
130 140 150 160 170 1-8 0
TAGCTGAAGA GCAGACCATT ACCGTGACAT ACAACTTTAA CTTTTAGTTA TGGCTGTGTG
....r....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t
190 200 2LO 220 230 240
TCGCTGTTGT GATACTTCAC CAGGTATTAC ATTATTCCCT TACTTTGCTA TTCTCATTCT
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t
40 50 50
270 280 290 300
CATCCTTGCA ATATTAGTTG TTGGGACTCC AAACCAGCAA TATCATCATT CTCCTAGTAC
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
3 l-0 320 330 340 350 360
TTACGAGTAT AAGACTCAAC ACATTTCGAT CGCAAAA.TAG ACATTTCGCA ACTCTCTCAA
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
370 380 390 400 410 420
CATGGTTAAT TATTACTGGG ATAGTCGAAT TCAGAGGTGG TTCTACGAAA GTGGACCACA
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
430 440 450 460 470 480
GCGTGTCCGA ACATATATGA AAGCGGATTT CACCCCACCA AACGGCAAAC TGCCTGCCCG
....1....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
490 500 510 520 530 540
CAAGACTAAA AGGTCGCCCC CGAATAGGGG CAACCTCCAG GTTCTTCCGG TTACAGCACC
....1....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
550 s60 570 s80 s90 600
CGCTGCTGGT GGAGTGATCT CCACAAGAAG ACGCGTTCCT CGAATTACTA CTACTAATCiA
....1....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
510 620 530 640 6s0 550
GCAGACTGTC GTGAGAAACA CAGAAATCAT AAGTGCCATT AACTCTGCCG CTCTAGGTGC
....1....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
670 680 690 700 71,0 720




















CGATTTGTAC AGCAAGTACC GTTGGCGCAA GCTCCGGTTT ATTTATATTC CGGTCTGCCC
....t....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1
790 800 830 840
750 760 770 780
810 820
AACCAGCACA CAAGGCAATG TCTCTATGTC ACTATCATTC GACAGAATCG ATGCGCAGCC
....t....1 ....1....1 ....1....1 ....1-...1 ....1....1 ....1'..'l
870 880 890 900
....t....t ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1
8s0 860
AACAAGCATC ACTCAAATGC AACAGGGCTA CCGTGCCATC ACGTTCCCGC CTTACGCGGG
....t....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1
9l_ 0 920 930 940 950 950
GTATGATGGT GCTATGGCCT TGTCGTCCTT CGGCAACATT CCTGGAATGG TTGTCGTCGA
....r....1 ....1....1 . ..1....1 ....1....1 ....1....1 .. .1....1
970 980 990 1000 1010 ].020
TGTGGACTGT GCACGAATGG ACAAGTTGTG GTATCCTAAT GTTACCCTGG CCACCTTCCT
....t....t ....1....1 ....1..-.1 ....1....1 .-..1....1 ....1....1
1030 1040 l_050 1050 1070 l_080
TGCCATGGCA ACTAACATCC AGAACGGATA TTGCGGAGTA ACCCTGTCCA CTGCAAGTGA
....t....t ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1
1090 110 0 1110 Lt20 113 0 114 0
TCAAGGGCCA GCCGCCGCCA CTAACTTTGG CCAAGTGTTC TGCCAGTACG AJU\TCGAj\TT
....r....1 ....r....1 ....1....1 ....1-...1 ....1....1 ....1...-l
115 0 115 0 1,170 1180 1l_90 l-200
TATAGAACCA GTGAACCCAA CTGTCAATGT GTAACCACAC AACGATGGGT GAGTTGCGTA
....r....1 ....1....1 ....1....1 ....1..-.1 ....1....1 .'..1....1
L2L0 7220 1_230 L240 1,250 L250
ACTGTGTCAA TTCCTAAAGG TTTTAGTAGA GCGGTAAGCA AGACGGATCC TGGGAAACAG
....t....t ....1....1 ....1....1 ...-1....1 ....1...-l ....1.-..1
t27 0 L2BO L290 1300 1310 1320
GTTTAACGGG CTGGGGGTGG TGCCCCGGCC GTCGCATCAC TTGCTGATAC AATCTACAAG
....r....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1.-..1 ....1....1
1330 1340 13s0 1350 L370 1380




....r....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1'...1....1
10 20 30 40 50
GGAGGGGCAC TGAGGATAAG AAGCACAATG GATCGGGATT AACTGGCGTT AAGCGTCATG
....t....1 ....1....1 ....1....1 ..-.1.'..1 ....1....1 ....1....1
70 80 90 100 110 120
CGGTGAGTGA AACATCTCAG AAATCACAGC AAGGTACTGG CAACGGCACG ATGACCAACA
....r....r ....1....1 ....1....1 ....1....1 ..-.1..-.1 ....1-...1
130 140 150 l_6 0 170 180
TAGCTGAAGA GCAGACCATT ACCGTGACAT ACAACTTTAA CTTTTAGTTA TGGCTGTGTG




















....r....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
250 260 270 280 290 300
CATCCTTGCA ATATTAGTTG TTGGGACTCC A,U\CCAGCA,\ TATCATCATT CTCCTAGTAC
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
310 320 330 340 350 350
TTACGAGTAT AAGACTCAAC ACATTTCGAT CGCAJ\,iUITAG ACATTTCGCA ACTCTCTCAA
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
370 380 390 4oo 410 420
CATGGTTAAT TATTACTGGG ATAGTCGAAT TCAGAGGTGG TTCTACGAAA GTGGACCACA
....1....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
430 440 450 460 470 480
GCGTGTCCGA ACATATATGA AAGCGGGTTT CACCCCACCA AACGGCAAAC TGCCTGCCCG
....1....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
490 500 510 520 530 540
CAAGACTAAA AGGTCACCCC CGAATAGGGG CAACCTCCAG GTTCTTCCGG TTACAGCACC
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
550 560 570 580 590 5oo
CGCTGCTGGT GGAGTGATCT CCACAAGAAG ACGCGTTCCT CGAATTACTA CTACTAATGA
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
510 620 530 640 550 550
GCAGACTGTC GTGAGAAACA CAGAAATCAT AAGTGCCATT AACTCTGCCG CTCTAGGTGC
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
670 580 590 7oo 710 720
ATTTTCGGCG ACCACTGTCA CGGTGATCCC GTCCAACCTC TCATGGTTGG CAGGGTTGTC
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
730 740 750 750 770 780




....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
10 20 30 40 50 50
AGCGTTTGCT AGTGATGGCA TCATAAAGTA CAAGAAGGAG GGTTGTCGTA TGAGTGGAGA
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
70 80 90 1oo 110 L20
TATGAACACC AGTTTGGGCA ATTGCATTCT CATGTGTGCG ATGGTCTACG GGTTGAAGGA
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
130 l_4 0 150 150 L70 1-8 0
ACACCTGGGC ATAAATTTAT CCCTTGCCAA TAATGGGGAT GACTGCGTCA TTGTCTGTGA
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
r_ 90 200 2L0 220 230 240
GAAAGCGGAT TTGAAGAAAT TGACAAGCAG CATCGAACCA TATTTTAGGC AATTTGGATT
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
2so 260 270 280 290 3oo
















....t.. .1 ....1....1 .. .1 ..1 ....1..'.1 ....1. ..1 ""1""1
310 320 330 340 350 360
ACCTGTGTTC GATGGCTACC AATACATCAT GGTTCGAAAA CCCTCGGTAG TCACTTCGAA
....1....1 ....1....1 ....1....1 ....r....1 ....1..-.1 ....1....1
310 380 390 400 4L0 420
GGATGTCACT AGCTTAATCC CATGCCAGAA TCAGGCTCAA TATGCAGAAT GGCTGCAAGC
....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1'...1""1 ""1""1
430 440 450 460 470 480
TGTGGGTGAG TGCGGAATGA GTATCAATGG TGGAATACCT GTTATGCAGA ACTTTTACCA
....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ."'1""1 ""1""1
490 soo 510 520 530 540
TATGCTCCAA ACTGGAGTTA AACGCACCAA ATTCACACAA GACCGGCGAG TTTCAGACGA
....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ."'1""1 ""1""1
5s0 560 570 580 590 600
ACGGGTTGGG GTATCACTCT AGATATATGC ATAGAGTGGC CCGAGCCATT TCGCCCGAAA





CCCGTTTATC CTTCTATTTA GCGTTCGGTA TCACACCAGA






GCCTTTTATG ATACCCATAC GCTTGAGTTG GATGATGTTG TCCCAGTTGA TACCTACCAA
....t....1 ....1....1 -..-1....1 ....1..-.1 -...1-...1 ...'1""1
730 740 750 760 770 780
GTATCAGGAG AGCATTTGAT CAATGGATTA CCAAACTGAG GTTAGTGAGG ATAACGTGAG
....r....t ....1....1 ....1....1 ....t....1 ....1....1 ....1..'.1
820 830 840790
CGTACGCGGT CGGGCTAGGA GGGGCACTGA GGATAAGAAG CACAATGGAT CGGGATTAAC
800 810
....1....1 ....1....1 ....1.-..1 ....1...-l ....r....t....1....1
850 850 870 880 890 900
TGGCGTTAAG CGTCATGCGG TGAGTGAAAC ATCTCAGAAA TCACAGCAAG GTACTGGCAA
....t....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1...'l ""1""1
910 920 930 940 950 950
CGGCACGATG ACCAACATAG CTGAAGAGCA GACCATTACC GTGACATACA ACTTTAACTT
....t....1 ....1....1 ....1.. .1 ...1....1 ..'.1.."1 ""1""1
s70 980 990 1000 l-010 1020
TTAGTTATGG CTGTGTGTCG CTGTTGTGAT ACTTCACCAG GTATTACATT ATTCCCTTAC
....t....1 ...-1....1 ...'1....1 ..-.1..-.1 ....1""1 ""1""1
1o3o 1o4o loso 1060 1070 1080
TTTGCTATTC TCATTCTCAT CCTTGCAATA TTAGTTGTTG GN\CTCCA'U\ CCAGCAATAT
....t....1 ....1....1 ....1.-..1 ....1....1 ....1"
r090 110 0 111 0 t1-20




















TAGTATACAT ACCAAGTATA CGATACCGGT GCAAGCCCGT ACACAGCTAA AGTGTCTAAA
....t....r ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
70 80 90 100 110 L20
ATGGAGTTAC CCA'\CCAi\O\ TAAGCAAACT GCTGCTGAAG GTTTCGTTTC TTTCCTTAAC
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t
130 1-4 0 ts0 160 t_ 70 t-8 0
TGGCTTTGTA ATCCCTGGAG ACGTCAACGT ACAGTCAACG CTGCTGTCGC TTTTCAGAAT
....1....1 ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
l_90 200 2to 220 230 240
AGCATTCTTG CTATTGAGGA CGTGGAACAT TTCGAAGATA TCAACGAATG TTTCGAGGAA
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
250 260 270 280 290 300
TCATCTGGAG GCCAATCGCA GCGCACTAAG GTTGTCGCTG AAGGGGCTTA TTCTCCCGTA
....1....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
3l_ 0 320 330 340
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
10 20 30 40
350 350
AAATCCGAAC GCACCCGCCG AGTCCGCAAG CAAAAGAAGG CCAAATTCGT CAAA,TAITTTG
....1....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
370 380 390 400 4LO 420
GTTAATGAGG CTCGTGCCGA GTTTGGTCTC CCCAAAGCTA CAGAGGCCAA TCGACTCATG
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
450 460 470 480
GTGCAACACT TCCTGCTCCG AAGGTGTAAG GATTGGGGGG TTGTCACATC CCAGTGCCAC
....1....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....1....1
490 s00 5t_0 520 530 540
AACAATGTTG CACTCGCCTT GACTCTCGTG TTTGTCCCAA CAGAGGATGA TTTGCTGGCG
....1....t ....t....t ....t....t ....t....t ....1....t ....t....1
550 550 570 580 590 500
CGAGCTATGA TGAACACGTA CAAGACGAGG TCTGCGGTCC GTGGTATGGA CAACCTCCAA
....1....1 ....1....1 ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
510 520 530 640 550 550
GGTGAGGGGT GGTGGAACAA CAGGCTTGGC ATAGGTGGCC AGGCCGGCTG GGCCTTTCGG
....1....r ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
670 580 690 700 7 l_0 720
GCCAAGTAGG GGTGCCTAGA GAGGAGGCCG GGGTTTTCCA CGTCTGTTTC GCGTGGAAAC
....r....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
730 740 750 760 7'70 7AO
CACCCCGATC TGGTGGTCAA ACCATCAGGA CACCCCGAGA AACAGCGTCA GTTGTTACGC
....r....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
790 800 810 820
430 440
830 840
TATAGTGGAA TTGGCGGCCA TTTATTAATC GGCATCCACA ACAACTCTCT CTCCAACTTG
....r....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
8s0 860 870 880 890 900
CGTAGGGGCT TAATGGAGAG AGTATTCTAC GTTGAGGGAC CCAATGGGCT CCAAGACGCC
....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
9 l_0 920 930 940 950 960
CCTAAACCCG TTCGGGGGGC ATTCAACTCC CTGAATAAGT TTCGAGACCT ATATACCAAA....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....t ....t....1
970 980 990 10 00 1010 L020
















103 0 104 0 1050 1060 1070 r080
NU\CTN\CTA TTTACAAAGA AGCGGTTGAT AGTTTGTCGC ATCAACCACT TAGCTTACGG
....t. ..t ....1....1 ....1....1 ....1.. .1 ....1....1'...1....1
1090 110 0 l-1-10 L720 113 0 114 0
GACTCGAGGC TGAAGACTTT CGTTAAGGCC GA,\,U\,\CTTA ATCTGAGCAA GAAGCCAGAT
....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1
....r....r ....1....1 ....1....1 -.-.1....1 ....1...-l -...1....1
11s0 1150 l-170 l-l-80 l_190 l-200
CCAGCACCCC GGGTCATTCA ACCCAGGTCA CCTCGGTACA ACGTTTGTTT GGGTCGTTAT
....t....t ....1....1 ..-.1....1 -...1... | ....1.-..1 ....1-...1
1,250 ].260L2L0 1-220
CTACGTCACT ATGAACACCA CGCGTTCAAA ACCATTGCTA AATGCTTTGG GGAGATCACG
....t....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ..-.1....1 .-.'1....1
L27 0 1280 ],290 1300 1310 7320
GTCTTTAAAG GGTTTACTCT AGAGCAACAA GGCGAAATCA TGTTTTCGAA GTGGAAGAAA
....t....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 -...1....1
1330 134 0 1350 1360 13 70 1380
TATGTTAATC CCGTCGCCGT TGGACTCGAT GCAAGTCGGT TCGACCAACA CGTGTCAGTT
....r....1 ....1....1 ...-1....1 ....1..-.1 ....1-...1 ....1....1
1390 1400 1410 1,420 14 3 0 1,440
GAAGCACTTC AATATGAGCA TGAATTTTAC ATTAGAGATT ACCCGAATGA TAAACAGCTA
....r....r ....r....1 ....1.-..1 ....1-...1 .-.-1....1 ....1....1
14s0 1460 ].470 1480
L230 7240
L490 1-500
AAATGGTTGT TAAAGCAACA ACTGAGCAAT ATTGGCACAG CGTTTGCTAG TGATGGCATC
....r. ..1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1.. .1 ....1-...1
1510 1520 1530 154 0 1s50 1550
ATAAAGTACA AGAAGGAGGG TTGTCGTATG AGTGGAGATA TGAACACCAG TTTGGGCAAT
....r....t ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1 ....1....1
1570 1580 1s90 1600 15l- 0 L620




....t....1 ....1....1 ....1 ...1 ....1....1 ....1-...1 ..'.1....1
10 20 30 40 50 50







....t....t ....1....1 ....1...-l ....1....1
90 100 110 L20
CAGGTATCCA CGCCAAGGAC GGGACGAAAG TCTCGGACGG
....1....1
150
AGATTGAGGG
....r....1....1....1
160 l-70
114
GCTTTTGCCC CACCCCCCCG
